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Skolitel: doc. RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Vyuziti kapalinové chromatografie v analyze biologického

materialu pro klinicky vyzkum

Disertacni prace je zaméfenda na vyuziti kapalinové chromatografie pro klinicky
vyzkum. Je rozdélena na dva hlavni oddily, Teoretickou ¢ast a Komentafe k vybranym

publikovanym pracim.

V teoretické Casti je popsano pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie v praxi.
Jsou zde diskutovany klicové parametry pro vyvoj LC metody a trendy soucasné
bioanalytické praxe. Dale je vysvétlen odbér a uprava vzorkd rdznych biologickych
matric, v€etné vSech pfekazek a nastrah, které je tfeba zohlednit. Struéné jsou rovnéz
zminény moderni trendy. Soucasti kapitoly o Upravé vzorkl je také ¢ast vénovana
derivatizaci a jeji vyuziti v analyze platinovych derivatu, ktera souvisi s komentarem k

publikované praci.

Hlavni ¢ast prace se zabyva komentafem ke ¢tyfem vybranym publikovanym pracim.
Prvni  prezentuje pfehledovy ¢lanek zabyvajici se pouZitim mikroextrakce
v pipetovacich SpiCkach v klinické a forenzni toxikologii. Jsou zde diskutovany vyhody
a nevyhody jednotlivych aplikaci s dirazem na jejich prakti€nost a moznost uplatnéni
v praxi. Druhou a nejvice diskutovanou je prace zabyvajici se pouzitim HPLC pro
stanoveni platinovych IéCiv v riznych druzich biologickych matric po derivatizaci
diethyldithiokarbamatem a jeho vhodnost pro pouZiti v rutinni praxi. Pozornost je
pFedevsim vénovana vyskytu rdznych matricovych efektd a tim i ovlivnéni robustnosti
metody. Cilem bylo vyvinout jednoduchy, levny a sloZitou instrumentaci nevyzadujici
pfistup pro pouZiti v rutinni praxi. Treti a ¢tvrty komentaF se zaméfuje na biomedicinské
prace, které se zabyvaji potencialem vyuziti markert aktivace imunitni odpovédi pro
predikci odpovédi organismu postizeného nadorovym onemocnénim na |éCbu

imunoterapii a vyvoje onemocnéni a pro zvladnuti Ié€by COVID-19. Ty vznikly za
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spoluprace s ostatnimi pracovisti Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Fakultni
nemocnice Olomouc.

V zavéru disertacni prace je vlozen rovnéz prehled publikaci i dalSich vystupu.
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Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Mgr. Dorota Turofiova

Supervisor: Assoc.prof. RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.

Title of doctoral thesis: Application of liquid chromatography in the analysis of

biological material for clinical research

The dissertation focuses on the use of liquid chromatography for clinical research. It is
divided into two main sections, Theoretical part and Commentary on selected

published articles.

The theoretical part describes the application of high-performance liquid
chromatography in practice. Key parameters for the development of LC methods and
trends in current bioanalytical practice are discussed. Furthermore, the sample
collection and preparation of different biological matrices is explained, including all the
obstacles and pitfalls that need to be taken into account. Modern trends are also briefly
mentioned. The chapter on sample preparation also includes a section on
derivatization and its use in the analysis of platinum derivatives, which is related to the

commentary on the published work.

The main part of the thesis deals with commentary on four published articles. The first
presents a review article dealing with the use of microextraction in pipette tips in clinical
and forensic toxicology. The advantages and disadvantages of each application are
discussed with emphasis on its practicality and applicability. The second and most
discussed is a paper dealing with the use of HPLC for the determination of platinum
drugs in various types of biological matrices after derivatization with
diethyldithiocarbamate and its suitability for use in routine practice. Attention is mainly
paid to the occurrence of various matrix effects and thus affecting the robustness of
the method. The aim was to develop a simple, inexpensive and demanding
instrumentation-free approach for use in routine practice. The third and fourth
commentaries focus on biomedical papers that address the potential of using markers
of immune response activation to predict the response of the cancer-affected organism

to immunotherapy treatment and disease progression, and to manage the treatment of
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COVID-19. These were developed in collaboration with other departments of the

University Hospital Hradec Kralové and the University Hospital Olomouc.

A list of publications and other outputs is also included at the end of the dissertation.
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Seznam zkratek
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(dispersive liquid-liquid microextraction)

disperzni mikroextrak&ni spicky
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Evropska Iékova agentura
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Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Fakultni nemocnice Olomouc

plynova chromatografie
(gas chromatography)

extrakce v kapalné fazi za pouziti dutého vlakna
(hollow-fibre liquid-phase microextraction

hydrofilni interakéni chromatografie
(hydrophilic interaction chromatography)

vysokoucginna kapalinova chromatografie
(high performance liquid chromatography)
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Uvod

1.UVOD

Jednim z hlavnich cilG v bioanalyze je stanoveni exogennich ¢&i endogennich latek,
pripadné jejich metabolitl, se snahou ziskat vice informaci o molekularni drovni
riznych onemocnéni. Kvalitativni a/nebo kvantitativni zmény hladin biomarker( jsou
Casto nedilnou soucasti diagnostiky, monitoringu terapie a zjisténi prognozy celé fady
onemocnéni. Biologicky material je také vyuzivan pro terapeutické sledovani lékovych
hladin s hlavnim cilem optimalizace terapie se snahou minimalizovat vedlejsi u&inky.
Jednim ze sméru je také toxikologicka analyza, ktera je zcela nezbytna po identifikaci
a naslednou Ié¢bu otrav, ale rovnéz vyznamna pro forenzni ucely. Je odhadovano, ze
zhruba 60-70 % vS8ech rozhodnuti tykajicich se vytvofeni diagn6zy pacienta, vybéru

vhodné |é€by a sledovani jeji efektivity je zalozeno na vysledcich laboratornich testa.

Jednou z modernich separacnich technik vyuzivanych v bioanalyze je kapalinova
chromatografie. Jeji hlavni vyhodou je univerzalnost, kratka doba analyzy, citlivost (dle
zvoleného zplsobu detekce) a hlavné moznost stanoveni celé fady latek rdznych
fyzikalné chemickych vlastnosti béhem jedné analyzy. Jednou zklicovych a
nejnarocnégjsi Casti vyuziti této techniky v bioanalyze je uprava vzorku. PFi praci
s riznymi druhy biologického materialu je chromatografista ¢asto nucen vynalozit vétsi
usili pro vyvoj extrakéniho procesu nez pfi tvorbé samotné metody pro analyzu.
V ramci klinické praxe musime vzit v potaz aspekty jako je nedostatek matrice v ramci
jednoho odbéru, velké série vzorkll, co nejkratSi turnaround time a samoziejmé
dostateCna citlivost a selektivita pro dany analyt. Jednim znovych smérd
v preanalytické fazi je v poslednich letech miniaturizace, sniZovani mnozstvi
rozpoustédel, ale zejména vzorku, zabezpedlujici vétdi komfort pacienta,
dale automatizace celych postupu zejména z divodu eliminace chyb vzniklych diky
lidskému faktoru a také zvySeni kapacity laboratofe pro zpracovani vzork(. Kvdli
narlstajici potfeb& zvySovani efektivnosti laboratorniho procesu, dochazi i k
modernizaci laboratorni instrumentace. Kapalinova chromatografie spolu s modernimi
preanalytickymi postupy proto stale vice pronika nejen do klinického vyzkumu, ale i do

rutinni laboratorni praxe.
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Cil prace

2.CIL PRACE

Cilem teoretické Casti disertacni prace bylo shrnout vyznam kapalinové chromatografie
v klinické praxi, pozadavky na metody a parametry, které maji pfimy vliv na vyslednou
metodiku. Dale zhodnotit preanalytické i analytické faktory, které ovliviuji vysledek
analyzy biologického materialu. Nasledné je popsan zpusob odbéru a Upravy vzorku
pro bioanalytické ucely, ktery je bézné pouzivan v rutinnich laboratofich s kratkym
prehledem novych trendll v dané oblasti. V kapitole zabyvajici se Upravou vzorku je

také Cast vénovana derivatizaci a jeji vyuZziti v analyze platinovych derivatu.

Jednim z cilh je shrnout dfive publikované informace tykajici se upravy vzorku
biologického materialu s vyuzitim mikroextrakce v pipetovacich $pi¢kach, a to z
pohledu dulezitosti prepracovani tradi¢nich pro praxi nevyhodnych extrakénich
postupu, seznamit se s principy extrakce, poukazat na jejich vyhody a nevyhody s

praktickym hodnocenim aplikaci pro mozné uplatnéni v rutinnich laboratofich.

Hlavnim cilem experimentalni prace bylo vyvinout a optimalizovat metodiku pro
stanoveni platinovych chemoterapeutik v ridznych biologickych materialech, aby bylo
mozné zhodnotit jejich hladiny u pacientl |é€enych té€mito preparaty. Hlavnim Usilim
bylo vyvinout jednoduchou, rychlou a finan¢né i instrumentalné nenaroc¢nou metodu,
ktera by byla vhodna pro zpracovani vétSiho poctu vzork(l za pouziti kapalinové
chromatografie. Vysledkem této prace by mélo byt posouzeni vhodnosti pouziti
predkolonové derivatizace s diethyldithiokarbamatem, aplikované na komplexni

matrice, aniz by matricové efekty ovlivnily spravnost vysledka.

Zavedené bioanalytické metody ve Vyzkumné laboratoti UKBD byly uplatnény pro
klinické studie FNHK. Jednim z cilt bylo zjisténi potencialu novych biomarker( pro
zlepSeni laboratorni diagnostiky a nasledné i péce o pacienty s nékterymi zavaznymi

onemocnénimi.
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Teoreticka ¢ast

3.TEORETICKA CAST

3.1. HPLC v klinické praxi
3.1.1. Postaveni chromatografie viici ostatnim metodam v klinické praxi

Klinické laboratofe v sou€asné dobé vyuzivaji nékolik zakladnich technik pro analyzu
vétsiny latek pro rutinni praxi. Mezi tyto pfistupy fadime atomovou a molekularni
absorpcni spektrometrii, kompetitivni a sendviCovou imunoanalyzu, imunonefelometrii,
elektrochemické metody zahrnujici potenciometrii a amperometrii a dal3i. Z oblasti

separacnich technik je také vyuzivana elektroforéza a chromatografie [1-3].

Casto vyuzivané metody zaloZzené na spektrofotometrii a elektrochemii disponuiji
uspokojujici selektivitou a sensitivitou pro danou aplikaci. JelikoZ jsou tyto techniky
vétSinou velmi levné, piné automatizované a dosahuji spolehlivych vysledkd, neni
V rutinni laboratorni praxi jsou vyuzivany zejména metody imunoanalyzy zaloZzené na
komeréné dostupnych kitech. Hlavnim limitujicim faktorem je mozna reakce
s interferujicimi latkami podobné struktury zkreslujici vysledek analyzy, a to zejména
v pfipadé nezafazeni upravy vzorku pfed analyzou. Problematické se jevi i stanoveni
analytl o nizkych hladinach [5]. DalSim velmi dllezitym aspektem zejména
imunoanalyzy je jeji citlivost na sloZeni pouzitych chemikalii. SloZeni reagencnich latek
komeréné dostupnych kitd se mezi jednotlivymi sadami maze liSit a je tak zdrojem
odliSnosti vysledk( vydanych mezi rdznymi laboratofemi. Proto je doporu¢ovano
provadét imunuanalytické analyzy pouze v ramci stejné laboratofe [3]. Vzhledem
ekonomické strance, imunoanalyza se svymi naklady vyrovna stanoveni
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), jelikoz je nutné pocitat i se
stanovenim v dubletu a naklady na kalibraci. Imunoanalyza je tedy vhodnéjsi jako test
pro skupiny latek napf. v ramci screeningu v toxikologické analyze v kombinaci s
naslednou selektivni chromatografickou analyzou pro konfirmaci [1, 2]. Jednotlivé
techniky, které jsou pro ucely screeningu pouzivany v rutinnich laboratofich je mozné

mezi sebou porovnat v tabulce (Tab. 1) [6].
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Teoreticka ¢ast

Kapalinova chromatografie (LC) je sice v dneSni dobé jiz rutinné zastoupenou
technikou, ale stale ne tak rozSifenou jako automatizované optické techniky &i finanéné
naro¢ny provoz, ale i pozadavky na zkuseného operatora [3, 7, 8]. Z hlediska nutnosti
pouziti vysoce citlivych a specifickych metod je kliC¢ova pfedevsim oblast monitorovani
Iékovych hladin, klinicka a forenzni toxikologie, imunologie, dale také stanoveni

biomarker(, metabolomika, lipidomika a dalSi odvétvi klinické bioanalyzy [1, 4].

Jednim z feSeni pro implementaci LC do rutinni klinické praxe je rozSifeni nabidky
komeréné dostupnych LC kit (napf. [9-11]) obsahujicich potfebné chemikalie,
stacionarni fazi, Casto i spotfebni material potfebny pro Upravu vzorku a instrukce které
umoznuji jednoduché zavedeni ,metody na kli¢“ pro rutinni pouziti bez jejiho
predeslého slozitého vyvoje a komplexni validace (Obr. 1). Bohuzel nevyhodou téchto
souprav je znacna finan€ni naro€nost, ktera se jesté navysuje v pfipadé neupiného

vyuziti spektra nabizenych analyt( v ramci jednoho kitu.

Absolute/DQ” Stero17 Kit

BIOCRATES

Absolute/DQ® Stero17 Kit
MUtplering Steroid Hormones

|utel

1p@e Stero17 Kt

Obr. 1 LC-MS kit pro diagnostiku steroidt (Biocrates inc., Aliso Viejo, CA, USA) [9]

3.1.2. Kli¢ové parametry metody pro praxi

Pfi vyvoji nové metody, ktera by méla byt vyuzita pro klinickou praxi, je nutno brat
v potaz celou fadu kli¢ovych okolnosti, které podstatné ovliviiuji jeji budouci vyuziti.
Jedna se zejména o rychlou a spolehlivou kvantifikaci sledovanych analytd,

dostatecnou citlivost, kalibraéni rozsah (LLOQ a ULOQ) a v neposledni fadé finanéni,
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manualni a pfistrojovou nenaroCnost. Nové zavedena metoda by meéla splhovat

doporuceni validaCnich norem i externi a interni kontroly kvality.

3.1.2.1. Rychlost analyzy

Jak jiz bylo komentovano vySe, rychla analyza je jednim z hlavnich pozadavkd na
moderni metodiku. V chromatografické analyze bylo zrychleni analyzy ve spojeni s
uCinnéjSi separaci dosazeno zavedenim technologie ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC), zejména diky aplikaci novych strukturné efektivnéjSich

stacionarnich fazi.

UHPLC systémy s ¢asticemi mensSimi nez 2 um

Velmi vysoké ucinnosti separace a lepsiho rozliSeni pikd ve znaéné zkraceném cCase
analyzy bylo dosaZeno zejména vyuZitim stacionarnich fazi se sub-2 pm. Diky
vysokému zpétnému tlaku, ktery tyto faze generuji bylo nutno zareagovat i na poli
instrumentace a prizpUsobit nové pfistroje ve sméru vysoké mechanické odolnosti
systému. Nedilnou vlastnosti moderni UHPLC instrumentace je kromé jeji rezistence
k vysokym tlakim i nutnost rychlého davkovani vzorku, minimalni mimokolonové

objemy a v neposledni fadé vysoka rychlost sbéru dat v detekénim systému [12].

UHPLC systémy jsou ovSem také v porovnani s béznymi HPLC, vyuzivajicimi Casté&ji
kolony s vétSim prdmérem, mnohem nachylnéjSi na pfipadné zaneseni systému,
zejména pfi analyze biologického materialu. Proto je €asto nutné volit komplexnéjsi

Upravu vzorku.

Aplikace LC v klinické praxi je ponékud stfidmé&jSi z hlediska uplatfiovani modernich
trendd kvali pomalejSimu rozSifeni nejnovéjsi instrumentace v jednotlivych
laboratofich. Z hlediska ziskani rychlej$i a ucinnéjSi separace se v bioanalyze do
popfedi dostaly pfedevSim technologie monolitickych kolon a kolon plnénych
povrchové poréznimi Casticemi (core-shell &asticemi), jako jedeno z ekonomicky

vyhodnych feSeni této problematiky.
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Monolitické kolony

Monolitickou stacionarni fazi tvofi jeden kus porézniho materialu (Obr. 2 A), ktery zcela
vyplfiuje vnitfni prostor kolony. Vyhodou monolitnich kolon oproti klasickym casticemi
pinénymi kolonami jsou jejich hydrodynamické vlastnosti. Makropory, o velikosti
zhruba 2 pym, poskytuji rychly a konvektivni tok mobilni faze skrz monolit a tim vyrazné
urychluji pfenos hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi. Mezopory (Obr. 2 B), o velikosti
cca 13 um, poskytuji velky povrch pro vysokou separaéni u€innost monolitu. Porézni
struktura monolitu umoznuje pouziti vy$Siho pritoku mobilni faze pfi zachovani
nizkého zpétného tlaku. Tudiz jejich pouziti nevyzaduje novéjsi, tlaku odolngjSi systém
a jsou tak vhodné pro vyuziti i se starsi technikou [13], coz je velmi uzite€né zejména
v rutinni praxi. Druha generace monolitnich kolon je vyrabéna s mensimi makropéry
s vétSi homogenitou, diky kterym dochazi k zlepSeni tvaru pik( a zvySeni separacni
ucinnosti [14]. ZvySeni pratoku je ovSem logicky spojeno s vySSi spotfebou mobilni
faze, proto je nutno pfi vyvoji nové metody brat ohled i na délku analyzy, po kterou
zvySeny prutok aplikujeme. Hlavni vyhodou monolitickych kolon v bioanalyze je diky
jejich charakteristickému skeletu moznost efektivni a robustni separace pfi zachovani

dlouhé Zivotnosti kolony [15] .

Obr. 2 Charakteristicka struktura monolitni kolony s makropory (A), struktura

mezoporu (B). (Pfevzato z [16])

Povrchové porézni ¢astice

Povrchové porézni C&astice (core-shell &astice) se staly financné dostupnou

alternativou k sub-2 ym casticim. Jejich hlavni vyhodou je moznost vyuziti i v béznych

HPLC systémech pfi dosazeni vysoce efektivni separace. Core-shell ¢astice jsou
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charakteristické svym pevnym neporéznim jadrem potazenym porézni vrstvou
(Obr. 3). VySsi separacni ucinnost ¢astic je vysledkem rychlejSiho pfenosu hmoty mezi
mobilni fazi a tenkou povrchovou porézni vrstvou v porovnani s plné poréznimi
Casticemi a tudiz dosahuiji srovnatelné separacni ucinnosti se sub-2 um ¢asticemi ale
s mnohem niz§im zpétnym tlakem [14]. Redukce axialni difuze umozniuje vyuziti
vyS§Sich prutokd mobilni faze bez ztraty vykonu separace. Pouziti core-shell

silikagelovych ¢astic vyrazné zlepsil tvar pikd [13, 17, 18].

Tenka porezni
vrstva pro separaci

Pevne jadro

Obr. 3 3D struktura povrchové porézni ¢astice. (Prevzato a upraveno z [19])

3.1.2.2. Selektivita, senzitivita

UV-Vis detekce, DAD

| kdyz je UV-Vis detekce v porovnani s nejmodernéjsi hmotnostni spektrometrii méné
citliva, rutinni laboratore ji Castéji vyuzivaji, protoze se jedna o pomérné univerzalni,
jednoduchy a zejména mnohem levnéjsi typ detekce s dostate€nou senzitivitou pro

fadu aplikaci.

Pro absorpci zafeni v rozmezi 190-800 nm a analyzu pomoci UV-Vis detekce, je nutna
pfitomnost chromoforu v molekule, tzn. nasobné vazby mezi atomy, konjugované
dvojné vazby, €i pfitomnost volného elektronového paru. Kvantifikace je zaloZzena na
Lambertové-Beerové zakong, kdy hodnota absorbance je pfimo umeérna koncentraci
analytu v roztoku. Linearitu stanoveni ovliviiuje mnoho faktorl jako jsou vlastnosti
(parametry) spektrofotometru, fotodegradace molekul, pfitomnost rozptylujicich nebo
absorbuijicich interferenci ze vzorku, interakce mezi analytem a rozpoustédlem vzorku,
ale rovnéz i pH [20]. Jednou z moznosti zvySeni selektivity je vyuZziti detekce
s diodovym polem (PDA nebo DAD), kde diky skenovani absorpénich spekter v daném

¢asovém okamziku mizeme odhalit moznou koeluci s interferenci v biomatrici [21, 22].
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Fluorescencéni detekce

Fluorescencni detekce (FLD) je jedna z dalSich relativné méné finanéné narocnych

(ve srovnani s MS) technik, které nabizi vysokou selektivitu a pomérné dobrou citlivost.

Mnoho latek je schopno absorbovat svétlo, ale jen par z nich je schopno pfirozené
fluoreskovat, tzn. nasledné svétlo i emitovat. Rozdil ve vinovych délkach (absorpce
vs. emise) poskytuje vétsi selektivitu a fluorescencéni svétlo se méfi na pozadi s velmi
slabym osvétlenim, ¢imZ se zlepSuje pomér S/N [23]. Pokud analyzované latky
obsahuji ve své molekule fluorofor, tedy pokud se jedna o cyklické molekuly nebo
polycyklické aromatické uhlovodiky, rovnéz pokud obsahuji skupiny -NH2, -NR5, -OH,
-OR, které zvySuji fluorescenci, mohou byt detekovany pomoci fluorescencni detekce.
Na druhou stranu deaktivaéni skupiny napf. -COOH, -COOR, -COR, -CHO a -NO;
naopak fluorescenci potladuji. Mezi pfirozené fluoreskujici fadime napf. vitaminy,
nékteré aminokyseliny, Ci aflatoxiny [24]. Molekuly, které pfirozené nefluoreskuji, nebo
fluoreskuji s nizkou odezvou Ize derivatizovat zavedenim vhodného fluoroforu [25].
Nevyhodou FLD je pravé jeji omezena vyuzitelnost kvuli nutné pfitomnosti
fluorescence analyt(l, pravé zafazeni derivatizace mize zpusobit znaéné komplikace
pfi vyvoji metody i pfi jejim nasledném pouZiti.

Zatimco dynamicky rozsah FLD detektor je relativné velky, linearni dynamicky rozsah
je u mnoha analytd €asto menSi. Pfi pouziti FLD je dulezité vénovat pozornost
spravnému vybéru slozek mobilni faze, protoze mohou zpUsobit fluorescenci na pozadi
nebo naopak mohou vést k jejimu zhaseni (zejména pfi Spatném odplynéni), coz

znacné ovlivhuje citlivost stanoveni [21].

Hmotnostni detekce

Spojeni LC-MS vyrazné rozSifilo moznosti této techniky zejména v laboratorni

diagnostice [8].

Hmotnostni detektory jsou schopny poskytnout absolutni identifikaci analytd na
zakladé poméru hmotnosti/naboje iontl, na které jsou prevedeny ionizaénimi
technikami. V bioanalyze je €asto vyuzivan trojity kvadrupdl vétSinou v kombinaci
s elektrosprejovou ionizaci. Pravé typ pouzité ionizace ma nejvétsi vliv na ziskany
metabolicky profil [26]. Pro klinické aplikace se Casto vyuziva také laserova desorpce

za Ucasti matrice a to ve spojeni s analyzatorem doby letu a to zejména v mikrobiologii.
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Dale je mozné se setkat i s uplatnénim chemické ionizace za atmosférického tlaku i

fotoionizace za atmosférického tlaku [27, 28].

Jak jiz bylo zminéno, nevyhodou hmotnostni detekce je vysoka pofizovaci cena
pristrojového vybaveni, ale i naklady na udrzbu. RovnézZ pro jeji provoz musi byt
zajistén vysoce kvalifikovany personal. Naro¢néjsi je i vyvoj nové metodiky, protoze
musi byt optimalizovana cela fada parametr( detekce [1, 26]. Problematicka ovSem
muze byt iontova suprese, kdy kvuli pfitomné interferenci muze dojit k potlaceni nebo
naopak faleSnému zvySeni signalu cilového analytu. Proto pouziti hmotnostni detekce
vyzaduje ucinnou upravu vzorku, ale velmi doporuCovano je i pouziti vnitfniho
standardu [1, 29]. LC-MS ma ovSem hlavné celou fadu vyhod ve srovnani s ostatnimi

detekénimi technikami. Jedna se predevsim o senzitivitu a selektivitu.

Reverzni moéd, C18 faze

Volba separaéniho modu, patfi mezi kliCové parametry chromatografické separace.
V klinické praxi je nejuniverzalnéjSi a nejrozsSifenéjSi pouziti separace v reverznim
maodu, ktery je vhodny pfedevsim pro nepolarni a stfedné polarni analyty. Z hlediska
chemismu jsou nejCastéji vyuzivany stacionarni faze s C18 zdlvodu vysoké
separacni ucinnosti pro Siroké spektrum, zejména malych molekul. Velkou vyhodou
C18 kolon je robustnost v chovani analytd béhem opakovanych analyz a zejména
zivotnost kolon, ktera dosahuje vice nez tisic nastfikd [30, 31]. Pro analyzu polarnich

latek se Casto vyuziva jiného chemismu ¢i separacniho modu.

F5 faze

Pro analyzu polarnich latek mohou byt pouzity polarné endcappované kolony, faze
s vlozenou polarni funkéni skupinou ¢i fluorované stacionarni faze. Popularitu
pentafluorfenylové kolony (F5, PFP) ziskaly diky poskytovani rizné selektivity jak pro
polarni, tak i nepolarni latky. Kombinace polarnich a nepolarnich interakci zahrnuje
interakce  vodikovych vazeb, hydrofobni, elektrostatické, aromatické a
stérické/planarni mechanismy (Obr. 4). Tato faze je komplementarni k C18 a C8 fazim.
Vyhodou pouziti F5 kolon diky vySSi retenci pro polarni latky je moznost pouziti mobilni
faze s vy$Sim obsahem organickych rozpoustédel, coz umoznuje u¢inngjsi ionizaci pfi
pouziti hmotnostni detekce, ale poskytuje i lepsi symetrii piku [32, 33]. Zejména F5

faze vykazuji dle sloZeni mobilni bimodalni retenéni mechanismy. Zastoupené
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v v

mnozstvi organickych rozpoustédel v mobilni fazi, které poskytuje vySSi retenci latek
za rozdilnych podminek vytvafi ,U reten¢ni profil“. Pfi niz§ich procentech organického
modifikatoru se retence latek podoba retenci reverzni fazi. Pfi vyS$Sich procentech
organickych latek je vSak se zvySujicim se podilem organického modifikatoru
pozorovano chovani typické spiSe pro separace na normalni fazi [34]. Tento druh
stacionarni faze je Casto volen pro analyzu polycyklickych a aromatickych slouc¢enin

[35], obecné je vhodna pro chemické homology [36] nebo pro izomerni latky.

A) Hydrofobni interakce - uhlikova kostra linkeru a kruhu
podporuje retenci hydrofobnich latek

g) Aromaticky mechanismus - v MF bez acetonitrilu -t
elektrony uhlikového kruhu interaguji s m-m elektrony
analytu a zvysuji tak jeho retenci

c) Elektrostatické interakce - vysokd elektronegativita
fluorovych skupin wvytvafi dipdlové momenty, Iteré
napomahaji retenci polédrnich sloucenin. Indukované
dipélové momenty mohou také napomdhat zadriovani
neutralnich latek

p) Stericky/plandrni mechanismus - selektivita dle tvaru
molekuly umoZfiuje separaci izomerl, kterd je na
klasickych alkylovych fazich nemozna

. o E) Vodikovd vazba - extrémné Gdinny retendni mechanismus
diky interakci polédrni funkéni skupiny analytu s fluorem

Obr. 4 Interakce F5 faze ovliviiujici retenci analytt na koloné.

(Pfevzato a upraveno z [37])

HILIC

DalSi moznosti pro separaci polarnich latek je vyuziti hydrofilni interakéni
chromatografie (HILIC). V porovnani sreverzni fazi HILIC neni tak rozSifena,
velmi atraktivni z hlediska podobnosti k reverzni fazi. Je velmi vhodna pro analyzu
aniontd, kationtd, latek nenabitych i s zwitterionovym charakterem [33]. Své uplatnéni
v rutinni praxi nalezla zejména v analyze malych molekul, drog a jejich metabolit(,

biomarkerd, nebo rovnéz i metabolomice.

HILIC zahrnuje multimodalni separaéni mechanismus mezi polarni stacionarni fazi a
relativné hydrofobni mobilni fazi slozené z vodné-organické smési. Eluent typicky
obsahuje 5-40 % vody a tvofi vodnou vrstvu, ktera je ¢asteCné imobilizovana na

povrchu stacionarni faze. HILIC mod je velice senzitivni na zménu obsahu vody
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v mobilni fazi, ktera s sebou pfinasi velké ovlivnéni retence analytu. Ackoli bylo v
poslednich letech u¢inéno mnoha poznatkd v oblasti HILIC, mechanismus retence
analytu v tomto modu jesté neni zcela objasnén. Nicméné by mohlo dochazet k déleni
mezi hydrofobni &asti mobilni faze a hydrofilni vrstvou zakotvenou na polarni
stacionarni fazi. Dale jsou diskutovany i pfispivajici vlivy jako napf. dipol-dipdl
interakce, vodikové vazby a také elektrostatické interakce, které jsou povazovany za
hlavni faktory ovliviujici retenci v HILIC. Problematicky v tomto médu muze byt Casty
posun retenénich ¢asli a nizka kapacita piku pokud neni vénovana dostatec¢na
pozornost kliCovym aspektim, jako je rozpoustédlo vzorku, objem nastfiku a pouzité
pufry. Navic, HILIC v porovnani s RP vyzaduje delSi ¢as ekvilibrace. PouZiti zejména
pro necilenou analyzu je tedy pomeérné komplikované kvuli moznému driftu [33, 38].
Také byl prokazan vyskyt vysSich matricovych efektd pfi pouziti neselektivni Gpravy

vzorku nez na reverznich fazich [39].

Spornou nevyhodou HILIC z hlediska environmentalni pfivétivosti mize byt vysoké
procento organickych rozpoustédel obsazenych v mobilni fazi, zejména acetonitrilu,
ktery je Casto pouzit dokonce az v poméru 95 % v/v, coz navySuje mnozstvi
vyprodukovaného organického odpadu [40]. Na druhou stranu pouziti takovych
mobilnich fazi poskytuje vysokou kompatibilitu s hmotnostni detekci kvali snadnégjsi
ionizaci analytu vedouci k vétsi senzitivité analyzy a rovnéz i moznost pfimého nastfiku
organickych extraktl vzorku. Velky pocet komeréné dostupnych polarnich

stacionarnich fazi je rovnéz velkym benefitem [38].

3.1.3. Faktory ovliviiujici vysledek analyzy biologického materialu

3.1.3.1. Preanalytické vlivy

Pfi hodnoceni chyb v ramci laboratorni praxe je €asto diskutovana chyba metody, tedy
vlastni analyzy. Pfitom 60-70 % vSech chyb vyskytujicich se v laboratorni diagnostice
vyplyva z preanalyzy. Soucasti preanalytické faze je pfiprava pacienta, odbér a

transport vzorku a jeho uchovavani pfed analyzou [41, 42].

Jelikoz vysledky laboratornich vySetfeni pfispivaji k rozhodnuti Iékafd ohledné
diagndzy a IéCby pacienta, anebo se jedna o vysledky toxikologické Ci anti-dopingové
analyzy, pfipadné i klinické studie 1€Civ, je ve vSech pfipadech potfeba dikladné dbat

na zasady, které minimalizuji preanalytické vlivy a tim zvySuji spravnost vysledka.
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Priprava pacienta

Mezi neovlivnitelné faktory preanalyzy fadime vék, genetické faktory, etnicitu, rasu a
pohlavi. ReSenim pro tyto vlivy je zavedeni referenénich rozmezi pro kazdou skupinu.
Faktory, které jsme schopni ovlivnit pfedstavuje druh diety, fyzicka zatéz nebo poloha
pacienta pfi odbéru. Rovnéz i denni rytmus, Iéky, menstruacni cyklus Ci gravidita,
mechanické trauma, stres a mnoho dalSich Ciniteld se mohou podilet na variabilité

hladin sledovanych analytl v organismu [43].

Odbér vzorku a manipulace se vzorkem

Aby bylo zamezeno chybnému nebo neuplnému oznacéeni vzorku, je nutné dodrzovat
zasady spravné laboratorni praxe. Na Stitku by mélo byt uvedeno jméno pacienta
(popt. Cislo, pod kterym je zafazen do studie), rodné Cislo, pojistovna a idealné také
datum a Cas odbéru [44]. Nespravna identifikace pacienta mize vést ke Spatné
diagnéze, chybné lécbé a v nékterych pfipadech muaze byt i fatalni [45]. Dulezitou
soucasti je i spravné vyplnéna zadanka na vySetfeni bez které nemuze byt vzorek pfijat
do laboratofe k naslednému zpracovani [46]. Rovnéz nespravné porfadi odebiranych
vzork(l krve muze vést k ovlivnéni laboratornich vysledkd, a to z divodu pfipadné
kontaminace aditivy obsazenymi ve zkumavkach. Pfi pouziti zkumavek se separaénim
gelem muze byt v ramci analyzy pozorovana interference pochazejici pravé z tohoto
gelu, nebo mlze dojit i k adsorpci analytu na gel [47]. Analyty avSak mohou byt
adsorbovany i na povrch odbérového systému [48]. Poloha pacienta pfi odbéru muze
mit vliv na hladinu nékterych analytl (cholesterol, aldosteron) [44, 49]. Pouziti
odbérové jehly o pfili§ velkém priméru mize zpusobit hemolyzu. K hemolyze muaze
dojit i kvuli velkému podtlaku zkumavky nebo pfiliSnému promichani vzorku po odbéru
[45, 50]. Pri vyliti obsahu erytrocytll do séra/plasmy muize dojit k navySeni hladin
nékterych analytl (laktat dehydrogenazy, kreatinkinazy MB, drasliku atd.), ale rovnéz
muze dojit i k jejich poklesu (nafedéni plasmatické koncentrace), jelikoz v erytrocytech
je mnohem niz8i koncentrace napf. albuminu, bilirubinu, glukézy, sodiku, hof€iku a
jinych. Sou€asné muze také dojit k spektrofotometrické interferenci s ovlivnénim hladin
analytd u kterych se pfi detekci pouziva vinova délka z oblasti absorpce hemoglobinu.
Zakal vzorku maze pUsobit potize i pfi turbidimetrickém stanoveni. Obdobny problém
muZze nastat i u chyléznich nebo ikterickych vzorkd (Obr. 5). Vylity intracelularni obsah
s aktivnimi latkami (napf. adenylat kindzou nebo glykolytickymi enzymy) muze také

interferovat v ramci reakéniho mechanismu stanoveni [41, 45, 46, 51-53].
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Obr. 5 Variabilita vzork( séra. Zleva: hemolyticky, chyl6zni, normaini a iktericky

vzorek séra.

U vzorkd moci nastava nejvice chyb pfi samotném odbé&ru mimo nemocniéni zafizeni,
at’ uz se jedna o nevhodné zvolenou nadobu, kontaminaci vzorku, nedodrzeni ranniho
odbéru, nebo metody stfedniho proudu. Pokud je analyzovan vzorek sbirané modi,
chyba mlze nastat pfi nedodrzeni Casového Useku pro sbér, diky nespravnému
zméfeni objemu mocCi ale i Spatnému odbéru finadlniho vzorku. U Zen pak neni
doporu€ovano odebirat vzorek v obdobi menstruace. Jak bylo pozorovano u vzorku
krve, i u moCi mize dochazet k adsorpci analytu na povrch odbérové nadobky a
negativnimu ovlivnéni analyzy. V neposledni fadé je nezbytné zddraznit i nutnost
dodrzeni pfesného mnozstvi vzorku pro dany odbérovy systém. Kvdli pfili§ malému

odebranému objemu Casto neni mozné analyzu provést [45, 49, 52—-54].

Transport, uchovavani a stabilita vzorku

Zatimco pfiprava pacienta a odbér vzorku jsou vSeobecné znamymi zdroji chyb a
Castéji se klade dlraz na jejich eliminaci, pozornost transportu materialu k analyze
byva ¢asto opomijena. V ramci nemocnic transport vzorku nebyva az tak zasadnim
problémem a je ho mozné zajistit celkem rychle sanitarni sluzbou nebo potrubni
postou. Jelikoz je ale pozorovan narlstajici trend konsolidace laboratofi ¢imz vznika
problém prodluzovani doby transportu materialu do laboratofe ze vzdalengjSich mist,

je tfeba vénovat této problematice vétsi pozornost [41, 42].

Nékteré vzorky s nizkou stabilitou (napf. pro analyzu krevnich plynd, parathormonu aj.)

vyZaduji okamzity transport do laboratofe ihned po odbéru. Plasma/sérum pro dalSi
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analyzu by vétSinou mély byt oddéleny od krevnich bunék béhem 2 hodin [44]. BEhem
transportu vzorku musi byt spinény i naroky jednotlivych analytd na optimalni teplotu a
napfiklad ochranu pfed slune¢nim zafenim [49, 55]. Aby se zabranilo hemolyze
erytrocytu &i aktivaci vzorku (pro analyzu srazeni krve), mély by byt omezeny také
otfesy biologického materialu. Zasady spravného transportu do laboratofe byvaji Casto

poruseny napfiklad pfi odbéru moci v domacim prostredi [41, 51].

Velmi Casto nejsou vzorky doneseny/dopraveny do laboratofe pfi optimalnich
teplotach, nebo byly dlouze skladovany pfi pokojové teploté a jsou jiZz tedy znaéné
degradovany. Casto se vzorky pfed analyzou skladuji v lednici (2-8 °C), ale zejména
pro hematologicka vysetfeni je Casto nutné analyzovat je ihned [49]. Pokud neni
material analyzovan ihned, pro zachovani stability analytd je upfednostrfiovano
skladovani v mrazaku pfi nizSi teploté (-20 °C) a rovnéz i v hluboko mrazicim boxu pfi
-80 °C, ktery by mél zajistit dlouhodobéjsi stabilitu analytu v pfipadé pozdéjsi analyzy
[41, 55].

Preanalyticka faze se ovSem neda zobecriovat a je potfeba vzit v potaz naroky

jednotlivych analyt/metod a dle nich ji pfizpusobit.

3.1.3.2. Dulezité faktory ovliviiujici analytickou fazi procesu

V oblasti analytické faze, zejména nové milénium pfineslo obrovsky pokrok
s desetinasobnym ubytkem chyb analyzy v ramci vlastni analytické faze a to diky
zlepSeni standardizace analytickych technik a reagencii, pokrokim na poli
instrumentace a informacnich technologii, ale rovnéz i diky dostupnosti lépe
kvalifikovaného personalu [56]. Navic spravnost vysledkl podpofilo také pravidelné
hodnoceni interni i externi kontroly kvality klinickych laboratofi. Pro ovéfeni kvality

vyvinuté ¢i optimalizované metody se €asto provadi jeji validace Ci verifikace.

Faktory hodnotici spolehlivost metody, validace metod

Pro zabezpeceni kvality vydavanych bioanalytickych vysledkd je tfeba ovéfit Fadu
parametrd pouzivané metody. Validace je proces, ktery ma zhodnotit a dokumentovat,
Ze vyvinuta metoda je vhodna pro planované pouZiti a poskytuje spolehlive,
reprodukovatelné a kvalitni vysledky [57]. Ziskané vysledky jsou pak uvedeny ve
validacnim protokolu. Specialné pro zhodnoceni bioanalytickych metod existuje fada
pokynl a pFedpisu. Nejcastéji jsou pouzivané doporuceni Bioanalytical method
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validation- Guidance for industry od U.S. Department of Health and Human Services,
Food and Drug Administration (FDA, Americky Ufad pro kontrolu potravin a légiv) [58],
dale Guideline on bioanalytical method validation vydané European Medicines Agency
(EMA, Evropskou Iékovou agenturou) [59] a také doporuceni ICH M10 ,Bioanalytical
Method Validation and Study Sample Analysis® vytvofenymi International Conference
on Harmonisation (ICH, Mezinarodni rada pro harmonizaci) [60]. Pravé posledni
zminény dokument ICH obsahuje vice vSeobecna doporuceni kombinujici pFirucky
EMA a FDA. EMA popisuje preciznéji praktickou stranku provedeni, zato FDA

doporuceni jsou vice komplexni [61].
Validace mazeme rozdélit do 3 skupin na:

1) Plnou validaci
2) Casteénou validaci

3) KfFiZzovou (cross) validaci

Plnou validaci provadime u nové vyvinutych bioanalytickych metod, Caste¢nou validaci
pfi modifikaci jiz v minulosti validované metody (napf. pfi zméné detekéniho sytému,
kalibraéniho rozmezi apod.). Plna validace metody zahrnuje parametr linearity,
spravnosti, preciznosti, selektivity, opakovatelnosti, citlivosti a robustnosti, dale

i zhodnoceni matricovych efektd, stability ¢i pfenosu analytu [57, 61].

Kfizova validace slouzi k porovnani validaénich parametr, pokud dvé a vice metod
(v rémci riznych laboratofi) produkuji data v ramci jedné studie. Navic kfizova validace
by méla byt zvazena, kdyz jsou data ziskana rlznymi analytickymi technikami
(napf. LC-MS/MS vs. ELISA).

Zarazeni vnitiniho standardu

Zafazeni vnitiniho standardu do metod vyuzivajicich LC je zejména v bioanalyze
kliCové. Spravné zvoleny vnitini standard nejen koriguje pfipadné kolisani odezvy
detektoru i objemu nastfiku, coz pfi analyze velkého poctu vzorkd neni neobvyklym
jevem, ale pokryje i pfipadné vzniklou chybu bé&hem slozité upravy vzorku. ZlepSuje se
tedy pfesnost a preciznost kvantifikace analytu, ale i robustnost metody a tim i kvalita

vydavanych vysledka.

V pfistupech vyuzivajicich HLPC v kombinaci s UV nebo FLD detekci se aplikuje
vnitfni standard s podobnou strukturou a vlastnostmi, ktery nesmi byt primarné ve
vzorku pfitomen. V metodach s hmotnostni detekci se vyuzivaji zejména izotopicky
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znacené standardy, které navic koriguji nahodné faktory, které mohou ovlivnit ionizaci.
Standardy znacené C'® uhlikem jsou vice upfednostriovany diky téméF totoZznym
chromatografickym vlastnostem jako cilovy analyt, nevyhodou je jejich cena a nizsi
dostupnost na trhu. Druhym c¢asto vyuzivanym typem jsou deuteriem znacené

vvvvvv

odliSné chovani béhem analyzy [8, 62].

V praxi zafazeni vnitfnich standard( ¢asto nedovoluje jejich vysoka cena nebo jejich
nedostupnost na trhu. Pokud je standard komeréné dostupny, jeho pouziti je velmi
doporucovano. Vhodnost jeho vybéru by méla byt vzdy testovana nejen pfi vyvoji

metody ale i pFi jeji validaci [62-64].

Blankové matrice pro vyvoj a validaci metod

Pro spravnou kvantifikaci analytu v ramci vyvoje a zejména validace bioanalytickych
metod je dllezité pouziti vhodné blankové matrice, tzn. matrice, ktera obsahuje pokud
mozno vSechny soucasti jako realny vzorek, bez pfitomnosti analytu. Blankové matrice

muazeme rozdélit do dvou skupin, a to na autentické (realné) a nahradni matrice.

Nahradni blankové matrice

Pro pfipravu kalibra¢nich roztokd s pfidanymi standardy &i kontrolnich vzorkl se jako
nejjednodussi nahradni matrice pouzivaji rizna rozpoustédla €i napf. pufry. AvSak
problémem jejich pouziti je fakt, Ze takto pfipravené kalibraéni roztoky postradaji
jakékoliv interferenty z realné matrice a tudiz se neda posoudit vliv matricovych efektu.
Z tohoto davodu by se solventy jako nahradni matrice nemély pouzivat. Vyjimkou je
pokud realna matrice neni nebo je velmi téZce dostupna a/nebo i v pfipadé zZe vyvinuty
extrakéni postup je velmi robustni, efektivni a vysledny extrakt je bez matricovych
efekt(, které by ovlivnily ionizaci pfi MS detekci [65, 66]. DalSi moznosti v pfipadé tézce
dostupného redlného materidlu je pouZziti umeélych matric, které simuluji realny
biologicky material. Tyto matrice mohou byt vyrobeny v laboratofi dle mnoha
dostupnych protokoll, kdy analyzovanou latku mizeme pfi pfipravé vynechat. Existuji
i komercné dostupné varianty (Obr. 6), jejichz sloZeni je vétSinou chranéno vyrobnim
tajemstvim a znamy jsou jen nékteré specifikace. Dle nasi zkuSenosti pouziti umélych
matric muze zpUsobit znacné potize pfi vyvoji robustni metody, jelikoz takova matrice

nikdy neodpovida rdznorodosti realného biologického materialu a v ném obsazenych
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interferujicich latek. Rovnéz i vysledna citlivost metody bude mnohem vys$Si v umélé

matrici nez v realnych vzorcich, kde matricové efekty jsou obyCejné vétsi.
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Obr. 6 Priklady komeréné dostupnych variant umélé moci [67]

Autentické blankové matrice

Pro kvantifikaci exogennich latek, které za normalnich okolnosti nejsou pfitomny
v daném analyzovaném materialu, je pouziti autentické blankové matrice snazsi.
Vzorky kalibraénich standard( &i vzorky pro kontrolu kvality mohou byt snadno
pfipraveny z realného biologického materialu, ktery pfirozené neobsahuje hledané
analyty. V pfipadé endogennich analytl je problémem neznama koncentrace analytu

v matrici, ale rovnéz i fakt, Zze je velmi naro€né ziskat material bez obsazeného analytu.

Pouziti autentické matrice je velmi doporu€ovano, jelikoZz pfesné zrcadli chovani
nasledné analyzovanych realnych vzorkd. Dle validacnich doporu¢eni by mélo byt
fadné odlvodnéno pouziti nahradni varianty [58]. Standardy pouzité pro obohaceni
blankové matrice musi byt deklarované Cdistoty i identity. Pfed pouzitim realného
materialu pro validaci endogennich analytu je velmi dulezité zhodnotit jeho stabilitu a

kvantifikovat mnozZstvi endogenniho analytu v matrici [65, 68].

Dalsi moznosti je odstranéni endogenniho analytu napf. pomoci afinitni
chromatografie/extrakce, zvySenim teploty u tepelné nestabilnich analytl, vystavenim
zareni fotolabilnich analytl, oxidaci vzorku aj. Témito pFistupy mize bohuzel dojit ke
kontaminaci nebo degradaci matrice, Ci také vzniku novych metabolitt, které by
nasledné mohly interferovat s analytem bé&hem analyzy [66, 69]. Pfistup vyuzivajici

fedéni se pfilis nedoporucuje, jelikoz dochazi k ovlivnéni kvality matrice [65].
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Referen¢ni material

Standardem obohacené blankové matrice, které se pouzivaji jako referenéni material
mohou byt pfipraveny pfimo v laboratofi, avSak musi byt zajisténa jejich stabilita. Jako
pfidavek je nutno pouzit standard latky o pfesné definované Cistoté a slozeni. U
vnitfnich izotopicky znaéenych standardd nesmi dochazet k izotopické vyméné, tedy

standard musi byt velmi stabilni, pozadovana je také jeho vysoka Cistota.

V souCasnosti je rovnéZz dostupné Siroké spektrum komeréné pfipravenych
referencnich materiald pouzivanych jak pro validaci metody, tak i pro jeji ovéfeni
(Obr. 7). Referenéni material je materialem adekvatné homogennim a stabilnim s
jednou nebo vice specifikovanymi vlastnostmi. Referenéni material délime podle
vlastnosti na certifikovany a bez certifikace. Soucasti certifikatu je hodnota dané

vlastnosti a rozmezi jeji nejistoty [70, 71].
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Obr. 7 Priklad komeréniho referenéniho materialu-kontroly séra pro narfedéni [72]
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3.2. Odbeér vzorku v bioanalyze

Vysledek laboratorniho vySetfeni pfimo zavisi na preanalytické fazi. Ta se sklada
z nékolika ¢&asti: pfipravy pacienta, odbéru, manipulace, transportu vzorku do
laboratofe a v neposledni fadé také jeho uchovavani pfed analyzou. Je velmi dulezité,
aby se nejen bioanalytik pfedem informoval o véech uskalich analyzy cilového analytu,
ale je kliCové, aby spravny postup byl zajistén jiz od samotného odbéru. Soudasti
preanalyzy je rovnéz i Uprava vzorku, ale tomuto tématu bude vénovana pozornost
v kapitole 3. Kapitola odbéru biologického materialu bude vénovana tradi¢nimu odbéru
vzorku, ale kratce bude zminéna i technika suché kapky krve jakozto zakladu

microsamplingu, ktery v poslednich letech ziskava stale vétsi popularity.

3.2.1. Konvencni odbér vzorku

Odbér a nasledné zpracovani biologického materialu muzeme rozdélit podle nékolika
zpusobl. Dle naléhavosti ziskani vysledku délime vzorky k analyze na rutinni,
statimové a tzv. POCT (point of care testing) - rychlé testovani zakladnich parametr(
u lbzka pacienta, kdy je nutné vydat vysledek do 30 minut. Toto rychlé testovani je
vétSinou zalozeno na vyuziti iontové-selektivnich elektrod, biosenzord Ci
diagnostickych prouzku. Statimova vySetfeni se provadi v pfipadé kritického stavu
pacienta, kdy je nutné co nejrychlejsSi zahajeni nebo pozménéni |éCby. Vysledek je pak
nutno vydat do hodiny od doru€eni materialu do laboratofe [47, 73]. Pfikladem muze
byt vySetfeni bioptickych vzorki béhem operace, kdy informace o charakteru nadoru

Ci 0 jeho rozsifeni je nezbytna pro dalsi pokracovani ve vykonu [74].

Zpusob jakym je vzorek odebiran ve vztahu k Setrnosti procesu k pacientovi Ize rozdélit
na invazivni nebo neinvazivni. Mezi invazivné odebirané matrice fadime napf. krev,
mozkomisni mok, tkané, synovialni tekutinu, plodovou vodu nebo i rGzné druhy
exsudatu. Na druhou stranu snadno a pro pacienta bezbolestné Ize provést odbér
moci, slin, stolice ¢i mekonia, slz, vlast, nehtd a jinych materiald. V nasledujicich
podkapitolkach bude pozornost vénovana odbéru téch matric, se kterymi jsem

pracovala v ramci experimentd.
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3.2.1.1. PIna krev, plasma, sérum

Krev patfi mezi nejCastéji analyzovany druh biologického materialu ktery je
v laboratorni diagnostice vyuzivan napf. za u€elem hematologického, biochemického,
mikrobiologického, imunologického, molekularné-biologického, toxikologického ¢&i
genetického vySetfeni. Dle pozadavk( analyzy je odebirana predevsim zilni (nejcastg;ji
v rozmezi 2-10 ml), ale i tepenna &i kapilarni krev. Pro odbér krve se v sou€asné dobé
vyuzivaji uzaviené systémy. Ty jsou tvofeny sklenénymi &i plastovymi zkumavkami
opatfenymi vicky, jejichz barva se liSi dle pfidaného aditiva (Obr. 8). Jako
antikoagulaéni €inidla se pouzivaji soli heparinu, nebo chelata¢ni Cinidla vyvazujici
ionty kalcia mezi které se fadi citrat, Ko- a KsEDTA, oxalat, nebo fluorid sodny, které
zabranuji sraZzeni vzorku. Aktivatory srazeni naopak proces koagulace urychluji. Pfi
odbéru vice zkumavek krve zjednoho vpichu je doporu¢ovano odebirat je
v nasledujicim pofadi: odbérové systémy pro hemokulturu, zkumavky s aktivatorem
srazeni, zkumavky s citratem, heparinem, KsEDTA a posledni v pofadi s NaF, aby se

predeslo pfipadné kontaminaci aditivy [47, 75, 76].
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Obr. 8 Priklad barevného odliseni vybranych zkumavek dle pridaného aditiva
systému Vacuette® (Greiner Bio-One, Rakousko). Zluté/zlata zkumavka s aktivatorem
sraZeni a separacnim gelem, ¢ervené zkumavky s aktivatorem srazeni, fialové

s EDTA, zelena s heparinem a Seda s NaF [77]

Krev je velmi komplikovanou matrici slozenou z krevnich elementl a plasmy, ktera
kromé vody a anorganickych latek a iontl obsahuje rovnéz i organické slozky jako

bilkoviny, lipidy, glukosu, hormony aj. K analyze pIné krve se vyuziva nesrazliva krev
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s pridavkem antikoagulancia. Jeji centrifugaci po dobu 10 - 15 min pfi 1500 - 2000 g
ziskame plasmu a sediment krevnich bunék a jejich ulomkd. Obdobnym zpusobem se
rovnéz vytvari i sérum. Pro tyto ucely se vSak voli systém s aktivatorem srazeni a po
odbéru je potieba nechat krev srazet po dobu 20-30 minut. Teplotni podminky béhem
centrifugace se lisi dle pozadavk( analyzy. Hlavnim rozdilem mezi plasmou a sérem
je nepfitomnost fibrinogenu v séru, ktery byl odstranén procesem srazeni krve.
Podobné je tomu i se snizenym celkovym mnozstvim bilkovin (cca o 4 %). Naopak
oproti plasmé je zde vySsi pfitomnost glukézy, drasliku a fosforu. | kdyZz obé matrice
vznikaji obdobnou cestou, vyhodou plasmy je mozZnost jeji okamzité separace z plné

krve a tim i urychleni zpracovani vzorku [3, 47, 78, 79].

3.2.1.2. Mo¢

Moc€ je neinvazivnhé odebiranou matrici vyzadovanou pro chemicka, biochemicka,
mikroskopicka, toxikologicka, mikrobiologicka a dalSi vySetfeni. Jeji slozeni se liSi
v zavislosti na stravé a funkci ledvin, kdy za normalnich podminek je tvofena
predevSim vodou, ionty a dusikatymi sloueninami, rdznymi metabolity a jinymi
latkami. Jelikoz nejCastéji vzorek odebira sam pacient, je vhodné jej dobfe informovat
0 dodrzovani spravného postupu pfi odbéru a skladovani vzorku. NejCastéji je
analyzovan vzorek ranni moci, nebo také vzorek po 24hodinovém sbéru, zfidka pak je
odebiran vzorek nahodné& béhem dne. Pokud neni mozné, aby byla moc¢ ziskana
béhem mikce do sbérné nadobky (napf. z divodu obstrukce mocovych cest, pfi tézkém
stavu pacienta Ci u kojencu a batolat) je nutno provést odbér cévkovanim, které provadi
zku$eny zdravotnicky personal. Je velmi dilezité, aby byla mo€ odebirana do Cistych,
nejlépe do sterilnich zkumavek/nadobek (Obr. 9) [54, 80, 81].

Obr. 9 Priklady odbérovych systému na mo¢ [82, 83]
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Zpracovani moce pred jejim uchovanim je velmi pfimocaré, nebot se ve vétsiné
pripadl nijak neupravuje. Po jeji homogenizaci se pouze pfipravi potfebné mnozstvi
alikvot(i. Pfipadné je mozné do modi pfidat aditivum pro omezeni interakce analytu

s materialem zkumavky [54, 75].

3.2.1.3. Peritonealni lavaz

Peritonedlni tekutina je v malém mnozstvi produkovana pobfiSnici a funguje jako
lubrikant v dutiné bfisni. Pfi jejim nahromadéni v peritonealni dutiné se tato tekutina
nazyva ascites. Vzorek této ascitu je odebiran pfi podezfeni na trauma v dutiné bfisni,
pfitomnost nadoru, infekci nebo zanét organu &i tkang, a to odsatim z peritonealniho
prostoru za stalé kontroly jehly ultrazvukem, anebo je mozné ziskat vzorek i b&éhem
operace. Ascites muze byt rozdélen dle jeho charakteru na chylézni, hemoragicky,
infikovany nebo neoplasticky [84, 85]. Peritonealni lavaz pochazejici od pacientd
podstupujicich  hypertermickou intraperitonealni chemoterapii ma charakter
peritonealni tekutiny zfedéné podanym roztokem chemoterapeutika [86, 87]. Ve vzorku
jsou na pohled viditelné &astecCky tkani rozptylené v méné &i vice Ciré zZluté az Cervené
tekutiné (Obr. 10).

L

Obr. 10 Variabilita charakteru vzorku peritonealni lavaze od pacient podstupujicich

hypertermickou intraperitonealni chemoterapii
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3.2.2. Microsampling — Metoda suché kapky krve

Metoda suché kapky krve (dried blood spot, DBS) je zfejmé nejznaméjsi a nejCastéji
vyuzivanou technikou microsamplingu. Od 60. let minulého stoleti byla DBS zavedena
do rutinni praxe za uc€elem screeningu fenylketonurie u novorozenctl a od té doby je
zakladem novorozeneckého screeningu. Pozdéji byla snaha uplatnit metody
microsamplingu i v dalSich odvétvich bioanalyzy, jako napf. ve forenzni toxikologii, pro
ucely monitoringu I&€iv - TDM (therapeutic drug monitoring), ve farmakokinetickych €i
farmakodynamickych studiich, v sérologii nebo DNA/RNA analyze. Metoda DBS se
zacCala aplikovat i na dalSi matrice, tudiz se v literatufe mizeme setkat s pojmy ,dried
matrix spot“ a dale i s jednotlivymi modifikacemi dle druhu materialu jako napf. DPS
(dried plasma spot, metoda suché kapky plasmy), DUS (dried urine sport, metoda
suché kapky moci), DSS (dried saliva spot, metoda suché kapky slin) a jiné [88-92].
Popularita microsamplingu narostla zejména v posledni dekadé, a to pfedevsim diky
velkému pokroku na poli instrumentace ve vztahu k vy$Si sensitivité. Od olympijskych
her v Pekingu (2022) byla metoda analyzy DBS zafazena i do rutinniho anti-

dopingového testovani sportovct [93].

Microsampling ma nespocet vyhod (Obr. 11) a pfedstavuje feSeni mnohych potizi,
které se poji s tradiénim odbérem a zpracovanim tekutych vzork(. Microsampling se
vyznacuje odbérem velmi malého objemu krve (nebo i dalSich druhu biologického
materialu) v rozmezi jednotek az nékolika desitek mikrolitrd, ktery je sorbovan na nosic
(kartu) vyrobeny nejCastéji z celulézy. To je vyhodné pfedevSim pro pediatrické a
geriatrické pacienty, ale i ve studiich pro ochranu laboratornich zvifat. Velkym
benefitem DBS je také mikroinvazivni zpusob odbéru vzorku, ktery se provadi pouhym
napichnutim prstu (nebo i paty) lancetou, a tudiz neni vyzadovana pfitomnost
odborného pracovnika. Naopak dle instrukci si pacient mize odebrat vzorek sam a
bez nutnosti dochazeni do zdravotnického zafizeni. To v8e velmi napomaha
compliance pacient. Po vysuseni kapky je karta v hermeticky uzaviratelném sacku
odeslana do laboratofe. Transport vzorku je velmi usnadnén, jelikoz Casto nemusi byt
dodrzovany tak pfisné podminky, jako je tomu u pfepravy kapalnych vzorkl. Nebot je
matrice vysu$ena, riziko biohazardu a kontaminace vzorku a okoli je omezeno. Do
laboratofe pak mUlze byt odeslana i postou, tudiz dochazi ke snizeni nakladu.
Odbérova karta navic nevyzaduje mnoho prostoru v prepravé ani pfi uskladnéni pred
a po analyze. Vzorek biologického materialu v suchém stavu by mél rovnéz poskytnout
i vétSi stabilitu analytd, a to kvlli omezeni bakterialni ¢i enzymatické degradace

matrice. Navic samotné zpracovani vzorku je mozné i automatizovat, coZz umoziuje
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zpracovani velkych sérii vzork(. VSechny zminéné vyhody microsamplingu
napomahaji zvySeni dostupnosti laboratorni diagnostiky v odlehlych, S$patné

dostupnych mistech, ale i v rozvojovych oblastech [94-96].

\ Odbér v pohodli domova, moznost odbéru vzorku pacientem

¥ Neni nutna pfitomnost vyskoleného pracovnika

Usnadnény i levnéjsi transport, redukce biohazardu,
moZnost zaslani postou

Potencialni zvySeni stability vzorku, redukce bakterialni i enzymatické degradace
vzorku

Obr. 11 Metoda suché kapky pfedstavuje fadu vyhod, které by mohly pomoci jejimu

vétsimu rozS$ifeni v rutinni laboratorni diagnostice

Navzdory vSem popsanym vyhodam, microsampling stale pfedstavuje nékolik vyzev.
JelikoZ je odebiran velmi maly objem vzorku a vysledny extrakt pro analyzu je ve
vétsSiné pfipadu navic jesté zfedény, mize byt nedostateCna senzitivita metody a tim i
nutnost pouziti drahé instrumentace velmi limitujicim faktorem. PFi odbéru materialu je
vhodné rovnéz dbat na dostatecny poc€et odebranych suchych kapek pro pfipadnou
moznost reanalyzy, ale i omezit riziko kontaminace karty. Dale je potieba vénovat
pozornost objemu vzorku, aby nebyla odebrana pfili§ mala nebo naopak velka kapka.
KliCova je také homogenita vzorku. Zasadni roli pro kvantifikaci DBS hraje hodnota
hematokritu vzorku. Opomenuto by rovnéz nemélo byt i zhodnoceni matricovych

efektl, jejichz vliv by vS8ak mél byt pokryt aplikaci vnitfniho standardu. Jelikoz se
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matrice DBS li§i od vendzni krve, je taktéz nutné ovéfit jejich korelaci. Testovani

stability analytu je taktéz nezbytné, stejné jako spravna validace metody [89, 95, 97].

V poslednich letech rovnéz tento druh odbéru vzorku zaznamenal velky pokrok.
PfedevSim z duvodu snahy o redukci vlivu hematrokritu a nepfesného objemu
odebiraného vzorku pro spravnou kvantifikaci byly vyvinuty nové odbérové systémy,
jako napf. Mitra pracujici na principu volumetric absorptive microsampling, nebo
mikrofluifni systémy zaloZzené na DBS jako napf. Capitainer gDBS nebo Hemaxis
DB 5 a 10 & hemaPEN a jiné [98].
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3.3. Uprava vzorku pired chromatografickou analyzou

soucasti celého stanoveni. Nedokonala Uprava vzorku muaze byt hlavnim zdrojem
chyb, které vedou k nespravnym a nepfesnym vysledkiim. Dlvodem slozZitosti tohoto
kroku je komplexita biologickych matric, které obsahuji fadu molekul, mnohdy ve
vy$Sich koncentracich nez cilové analyty. Kvali balastnim latkam ve vzorku mize dojit
k vyskytu matricovych efektll a tim k potlateni nebo naopak zesileni vysledného
signalu odezvy detektoru. Uprava vzorku tedy pfimo ovliviiuje senzitivitu a selektivitu
stanoveni. Nativni biologicky material v mnoha pfipadech neni pfimo kompatibilni
s analytickou koncovkou. Uprava vzorku tedy cili na izolaci a po pfipadé
zakoncentrovani cilovych latek [99, 100]. V zavislosti na povaze, biologického
materialu, stejné jako cilového analytu, by tedy méla byt zvolena adekvatni Uprava
vzorku [101].

Dle typu analyzy délime také i pfistupy zpracovani vzorku na necilené a cilené. Prvni
pfistup se pouziva hlavné k ziskani maxima informaci ze vzorku a identifikaci
potencialnich biomarkeru. V cilené analyze a Upravé vzorku je pozadovana obvykle

kvantifikace s maximalni citlivosti, selektivitou a opakovatelnosti.

Priprava vzork( v kontextu necilené analyzy musi byt dostate¢né univerzalni, ¢ehoz
Ize dosahnout zejména nékterymi neselektivnimi pfistupy napfiklad fedénim vzorku,
srazenim proteinu a filtraci. V necilené analyze Ize vyuzit i extrakce, které nejsou pfili§
specifické pro jeden analyt, biologickou tfidu €i fyzikalné-chemickou vlastnost. Zménou
experimentalnich podminek lze takto extrahovat celou fadu latek s podobnymi

vlastnostmi [101].

3.3.1. Zakladni techniky upravy vzorku
3.3.1.1. Redéni

Vyhodou tohoto neselektivniho pfistupu, ktery je mozné pouzit pro Siroké spektrum
analytl, je jednoduchost, univerzalnost, nizka finanéni naro¢nost a minimalni
manipulace se vzorkem. Kvili zminénym vyhodam je v rutinni praxi fedéni vzorku
metodou volby i v oblasti cilené analyzy. Pristup ,dilute-and-shoot® je zejména
pouzivany pro screeningové analyzy. Limitaci tohoto pfistupu je nafedéni analytd, coz
v pfipadé jejich nizkych koncentraci maze znacné ovlivnit citlivost celého stanoveni.

Redéni je jednou ze zakladnich a nejjednodussich moznosti, jak snizit matricové
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efekty. Bohuzel ale v mnoha pfipadech diky slozitosti biologického materialu je ¢asto
tento pristup nedostadujici. Redéni je tudiz vhodnéjsi pro jednodu$si matrice napftiklad

moc¢, nebo nékteré dialyzaty [76, 102].

3.3.1.2. Srazeni proteinl

Odstranéni proteinu pfi upravé vzorku je jednim ze zakladnich principu Upravy vzorku

pred chromatografickou analyzou (pokud ovSsem nehovofime o proteomice).

V praxi je deproteinace provedena vétSinou pfidavkem nizSich alkoholl (nejCastéji
methanolu a ethanolu), acetonitrilu, soli dvojmocnych iontl (ZnSO4), soli (NH4)2SO.),
kyselin (kys. ftrichloroctova, chlorovodikova, aj.), organickych sloucenin (napf.
mocoviny), a jejich rdznych kombinaci. Objem deproteinac¢niho cinidla je ve vétSiné
pfipadd doporucovan v nadbytku k biologickému materialu. Nasleduje protfepani a
centrifugace. Béhem denaturace proteinl dochazi zaroven k uvolnéni vazeb mezi
molekulami, které vyuzivaji bilkoviny jako nosi¢. MiZzeme tak tedy nejen odstranit

nezadouci balastni latky, ale také uvolnit cilové analyty.

Uginnost srazeni protein(l je mozno ovlivnit mnoZstvim deproteinaéniho &inidla a jeho
druhem. P¥i volbé objemu musime vzit v potaz také celkové nafedéni vzorku [103, 103,
104].

Pro odstranéni proteind a zaroven i fosfolipidd interferujicich v chromatografické
analyze je mozno vyuzit i technologie kombinujici tuto techniku s vyuzitim sorbentl pro
zachyceni proteinu a fosfolipidu, jako druhych nej¢astéji interferujicich latek. Vzorek
s vnitfnim standardem a precipitaénim ¢inidlem je promichan a nanesen na dany
sorbent a nasledné pak plsobenim vakua prochazi sorbentem, ktery zachyti
interferenty. Takto upraveny ,extrakt® je mozno pfimo nastfiknout do analytického
systému. PouZiti takovych to hybridnich technologii je velmi jednoduché a rychlé.

Vyhodou je také jejich dobra dostupnost na trhu [105-107].

3.3.1.3. Filtrace

Filtrace je velmi rychlym a snadnym pfistupem pro upravu vzorku. Je vhodna spiSe pro
jednodussi biologické matrice nebo jiz upravené vzorky komplexnéjSiho materialu.
Casto je fazena jako finalni krok pred analyzou. B&hem filtrace prochazi vzorek pres

porézni membranu, pfi které dochazi k separaci molekul na zakladé jejich molekulové
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hmotnosti a velikosti porll membrany. Pro mikrofiltraci se vyuzivaji filtry s pory
o velikosti 0,1-0,45 pm. Pro vétsi objemy vzorku v fadech jednotek mililitra jsou vhodné
stfikackoveé filtry (Obr. 12 A), které jsou na trhu dostupné v rliznych velikostech dle
filtrovaného objemu. Jejich nevyhodou je ale zadrzovani vétSiho objemu vzorku ve
filtru. Pro filtraci objemd do 500 pl jsou na trhnu dostupné i pistové filtracni vialky
(Obr. 12 B). Jejich velkou vyhodou je moznost upravit vzorek v jediné vialce, kterou je
mozné nasledné vlozit do autosampleru. Do vnéjSi vialky se vzorkem se vlozi pist,
jehoz stlagenim vzorek projde membranou nahoru, ¢imz dojde k purifikaci vzorku.
V zavislosti na pouZitém typu se li§i i mnozstvi zadrZzeného vzorku na dné vialky. Pro
zpracovani vétSich sérii vzork( jsou velmi praktické 96-jamkové filtracni desticky
(Obr. 12 C), které jsou pouzivany ve spojeni s vakuovym manifoldem. Ultrafiltrace
a centrifugacni filtry (Obr. 12 D) se vyuZzivaji zejména pro separaci proteinl ze vzorku.
Do specialni Eppendorf zkumavky je vloZzen filtr pro oddéleni molekul o velikosti
3-30 kDa plUsobenim odstfedivé sily. Tyto filtry se mohou aplikovat dvojim zptusobem,
a to pro odstranéni balastnich latek ze vzorku, nebo naopak zejména v proteomice se
analyzované proteiny mohou takto zakoncentrovat na horni strané filtru. Dle Ucelu se

tudiz dale zpracovava ultrafiltrat ¢i sediment.

|
~
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Obr. 12 Ukazka formata filtra pro mikrofiltraci a ultrafilraci. Stfikackoveé filtry (A) [108],
pistova filtracni vialka (B) [109], 96-jamkova filtracni desticka (C) [110], centrifugaéni
filtry (D) [111].

VSechny vySe zminéné formaty jsou komeréné dostupné v riznych objemech,

velikostech poru a slozeni filtraéni membrany. V bioanalyze je tfeba zohlednit také
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nehomogenitu upravované matrice. Vzorky stejného materialu se u rliznych jedincu

mohou velmi liSit a tim mze byt ovlivnéna i kvalita a rychlost tohoto procesu [112].

3.3.1.4. Centrifugace

Centrifugace se fadi mezi nejCastéji pouzivané techniky upravy vzorku. Jejim
principem je oddéleni rozptylenych pevnych ¢&astic od okolniho meédia pomoci
odstfedivé sily. BEhem tohoto procesu vznika pevny sediment &astic a supernatant
roztoku. Castice mohou byt separovany na zakladé rozdilné velikosti, hmotnosti nebo

dle hustoty.

Centrifugaci délime na analytickou a preparativni. Preparativni centrifugace se pak
vyuziva v Upravé vzorku a dle typu separace diferencialné nebo v hustotnim gradientu.
V klinické praxi se centrifugace aplikuje pro odstranéni vzniklych srazenin, separaci Ci
odstranéni bunék i bunéénych komponent, oddéleni smési kapalin, nebo frakcionaci

makromolekul dle rozdilnych hustot.

Mezi definované centrifugacni podminky patfi kromé doby centrifugace a teploty také
hodnota relativni odstfedivé sily RCF udavana v nasobcich tihového zrychleni g. Velmi
Casto je udavana také frekvence otacek rotoru za minutu, ke které je ale nutno doplnit
informaci o poloméru rotoru. Dle centrifugaCni sily muzeme centrifugy délit na
nizkoobratkové, vysokoobratkové a ultracentrifugy. Ultracentrifugy se vyznacu;ji
moznou dosazitelnou silou az 1 000 000 g, tudiz k jejimu pouziti je potfeba chladiciho
a vakuového systému pro snizeni rizika prehrati a rovnéz i tfeci sily. Jejich vyhodou je
moznost oddéleni mensSich ¢astic, nez je tomu u klasickych centrifug. Na druhou stranu

se jedna a velmi nakladna zafizeni [113, 114].

Pro spravné a bezpelné pouziti centrifug je nutno pamatovat na peclivé vyvazeni
rotoru, na polohu vzorku v rotoru, odolnost materialu pouZitych zkumavek/kyvet a i
jejich dostateéné odolné uzavreni. Velmi dulezité je i pravidelné cisténi a revize

techniky.

3.3.1.5. Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction, LLE) je zaloZzena na principu
rozdélovani analytl a balastnich latek mezi dvé mezi sebou nemisitelna rozpoustédla.

Tento typ je vhodny zejména pro méné polarni a lipofilni latky. AvSak do organického
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rozpoustéla mohou pfechazet pouze neionizované molekuly. Klic¢ovym parametrem je
rozpustnost analyti (ale i ostatnich balastnich latek) v pouzitych rozpoustédlech.
NejCastéji se k extrakci vyuziva hexan, ethyl-acetat, methyl-terc buthyl ether,

chloroform a dalsi.

Prvnim krokem LLE v bioanalyze je ve vétSiné pfipadl precipitace proteinl. Poté jsou
molekuly b&éhem tfepani extrahovany do faze, ve které jsou vice rozpustné. Nasledné
je vzorek centrifugovan a ze zkumavky je odebrana organicka vrstva. V zavislosti na
analyze je mozné extrakt pfimo nastfiknut do systému Ci jej odpafit a rekonstituovat
v rozpousStédle kompatibilnim s analytickou metodou a systémem. Extrakt je mozné
v této fazi zakoncentrovat, vytéznost lze zvysSit i vicenasobnym zopakovanim
jednotlivych krok(l extrakce. Distribuci analytu ovliviiue mnoho proménnych,
prfedevsim pH, pKa a polarita analytu, ale i typ a mnozstvi pouzitych rozpoustédel. LLE
poskytuje oproti ostatnim jednodu$sSim pfistupdm k Upravé vzorku mnohem CistSi
extrakty, vyhodou je i jeji selektivita a instrumentalni nenarocnost. Naopak nevyhodou
pro rutinni praxi je pracnost, sloZitéjSi automatizace, vétSi mnozstvi organického

odpadu, nebo omezené pouZiti pro polarnéjsi analyty [76, 115, 116].

3.3.1.6. Extrakce na tuhou fazi

Pro selektivni upravu vzorku a zakoncentrovani stopovych hladin analytu byla vyvinuta
extrakce na tuhou fazi (solid-phase extraction, SPE). SPE vyuziva principu rozdilné
afinity a interakci cilovych analytt a balastnich latek se sorbentem. Protokol se sklada
obvykle z nékolika kroku: 1.) aktivace a ekvilibrace sorbentu, 2.) naneseni roztoku
vzorku na kolonku a zadrzeni analytd na sorbentu, 3.) promyti od interferujicich
balastnich latek a 4.) eluce analytd. Extrakt je mozné pfimo podrobit analyze, pokud je
kompatibilni s chromatografickym systémem. VétSinou vSak dale nasleduje krok
odpafeni elu¢niho cinidla a rozpusténi odparku v mobilni fazi, pfipadné jeho
zakoncentrovani. Pfed samotnou SPE je vzorek vétSinou deproteinovan, fedén, popf.
filtrovan, aby nedoslo k zaneseni sorbentu. SPE Ize vyuziti v obraceném maodu, volbou
vhodného sorbentu tak, aby na ném byly zachyceny naopak balastni latky a analyty

bez retence prosly do jimaci zkumavky [116—118].

vvvvvv

fyzikadlné chemické vlastnosti pouZitého sorbentu a jeho mnozZstvi. Na efektivité
extrakce se rovnéz podili typ a mnozstvi pouzitych rozpoustédel a aditiv, obzvlasté pak

pfi eluci. Optimalizovat muzeme i jednotlivé kroky extrakce pfipadné Ize cely proces
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pro zvySeni vytéznosti zopakovat. Jednou z vyhod SPE je dostupnost Siroké Skaly
sorbentl s rGznymi chemismy, nabizenych v riznych formatech a velikostech.
Neopomenutelna je také moznost automatizace a v neposledni fadé miniaturizace.
SPE je bohuzel ve své konvencni podobé spojeno s nezbytnym instrumentalnim
vybavenim, vétSi spotifebou rozpoustédel i vzorku a v rutinnim vyuziti potom diky celé

fadé nezbytnych krokl ¢asové, financné i manualné zna¢né narocné [119].

3.3.2. Moderni trendy v Gpravé vzorku

Uprava vzorku se v poslednich dvou desetiletich vyvijela ve snaze o zdokonaleni
bioanalytickych metod. Z diivodu nedostatecné ucinnosti a efektivity tradi¢nich metod
se v praxi zaCalo aplikovat zpracovani vzorku nejCastéji v 96jamkovém formatu.
O zrychleni procesu, zlepSeni reprodukovatelnosti ¢i moznosti snadnéjSiho zpracovani
velkych sérii vzorku se pfedevsim zasadila automatizace a robotizace metod. Bohuzel
automatizace nékterych krokd nebo kompletné technik Gpravy vzorku je velmi naroéna.
Vyzkum poslednich let se snazi vyuzit i nejmodernéjSich technologii, jako je napfiklad

i 3D tisk Ci in-vivo odbér vzorku s naslednou extrakci [4, 120—124].

Jak jiz bylo zminéno v této praci, rozSifeni nabidky komercéné dostupnych analytickych
kitd vyznamné usnadnilo analyzu dfive zfidka rutinné sledovanych analytd. V ramci
odbéru a upravy vzorku je nutno zminit i zvy3ujici se trend pouziti metody suché kapky

v ramci odbéru a Upravy raznych biologickych matric.

V nasledujicich &astech bude vénovana pozornost zejména trendim z oblasti
mikroextrakce, ale i zpracovani vzorku suché kapky =z davodu jejich slibné

uplatnitelnosti v sou¢asné klinické praxi.

3.3.2.1. Mikroextrakce

Miniaturizace upravy vzorku je jednim z hlavnich trendd soucasnosti. Stejné jako
dochazi ke zmen8ovani pfistrojové techniky, je pozornost vénovana také sniZzovani

mnozstvi toxickych rozpoustédel a v neposledni fadé i objemu vzorku.

Tyto nové moderni techniky vychazi z konvencnich postupl jako LLE a SPE. Do
skupiny mikroextrakci zalozenych na LLE fadime napfiklad mikroextrakci z kapaliny
do kapaliny (LLME, liquid-liquid microextraction), extrakci do jediné kapky rozpoustédla

(SDME, single-drop microextraction), extrakci v kapalné fazi za pouziti dutého vlakna
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(HF LPME, hollow-fiber liquid-phase microextraction), disperzni mikroextrakci
z kapaliny do kapaliny (DLLME, dispersive liquid-liquid microextraction) a dalSi. Kromé
zakladniho principu miniaturizace, jako je nizka spotfeba vzorku i rozpoustédel a v
mnoha pfipadech i jednoduchého zplsobu zakoncentrovani, trpi tyto techniky fadou
komplikaci, zejména pro rutinni vyuziti. Jedna se predev§im o dlouhou dobu extrakce
(SDME, DLLME), slozitéj$i zplsob automatizace (LLME, SDME) a nevhodnost
aplikovat dany postup na vétsi sérii vzorkti (HF LPME, SDME) [100, 125].

Mezi miniaturizované SPE mulzeme zaradit napfiklad mikroextrakci na tuhou fazi
(SPME, solid-phase extraction) a jeji kapilarni formu pro on-line extrakci (in-tube
SPME), mikroextrakci pomoci plnéného tuhého sorbentu (MEPS, microextraction by
packed sorbent) nebo tenké vrstvy (TFME, thin-film microextraction), mikroextrakci
pomoci plnénych pipetovacich Spicek (u-SPE-PT, micro-solid-phase extraction pipette
tips) a jeji disperzni formu (DPX, dispersive micro-solid-phase extraction pipette tips),
sorpCni extrakci michadlem (SBSE, stir bar sorptive extraction) a mnoho dalSich
modernich technik. Jejich hlavnimi vyhodami jsou ve vétSiné pfipadd moznost vyuziti
jednoduss$i instrumentace, automatizace, znacné zrychleni extrakce a cela fada
nabizenych chemismd (DPX, u-SPE-PT, MEPS). Jelikoz se jedna o relativné nové
moznosti Upravy vzorku, jejich vyuziti v rutinni praxi je stale finanéné naro¢né [99, 126—
128].

e

Podrobnéjsi informace o pouziti mikroextrakce na tuhou fazi, zejména aplikace
u-SPE-PT a DPX (Obr. 13) se zaméfenim na klinickou a forenzni toxikologii je mozné

ziskat v pfehledovém ¢lanku publikovaném Turoriovou a kol. [117].

Obr. 13 Priklady komerénich mikroextrakcnich Spicek DPX (A) a u-SPE-PT (B)
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3.3.2.2. Uprava vzorku suché kapky krve

NejCastéji je DBS eluovana a extrahovana z karty v offline modu. Po vyrazeni jednoho
nebo vice terCiki z karty je DBS ve zkumavkach ¢i v 96jamkovych deskach
extrahovana organickym rozpoustédlem (napf. acetonitrilem, methanolem,
isopropanolem, ethyl-acetatem aj.) nebo kombinaci vodné-organického roztoku a to
bud’ jednoduchou eluci nebo €astéji za pomoci vortexu. ZvySeni vytéznosti je mozné
dosahnout extrakci za pomoci ultrazvuku i mikrovinné trouby [129-132]. Hydrataci
suché matrice vodou s dalSi upravou vzorku &i obecné pouzitim extrakénich smési
s vysokym podilem vody mulze také dojit ke zlepSeni extrakéni Gcinnosti nékterych
analytli, ale pfedevsim dochazi k uvolnéni komponentl z matrice jako jsou extrakt
zbarvujici hemoglobin &i jiné proteiny, které zvySuji matricové efekty. Proto dalSi
precisténi extraktu je nezbytné a pro tento ucel mizeme zvolit srazeni proteind,
extrakci na tuhou fazi &i z kapaliny do kapaliny nebo mikroextrakci a jiné techniky [95,
131, 132]. Castym finalnim krokem pred nastfiknutim extraktu je centrifugace nebo i
prekoncentrace vzorku. Automatizaci postupu Ize eluci a extrakci provadét i v on-line

modu.

3.3.3. Derivatizace

3.3.3.1. Uvod do problematiky derivatizace

Derivatizace je jednou z moznosti Upravy analytu ve vzorku, pokud chceme zménit

jeho fyzikalné chemické vlastnosti. Hlavnimi divody jsou:

1. zachyceni na stacionarni fazi a nasledna separace ze vzorku bé&éhem extrakce,
nebo vlastni analyzy
2. moznost selektivni detekce a tim zvysSeni citlivosti stanoveni

3. zvySeni stability analytt

Pomoci derivatizace Ize zménit celou fadu vlastnosti, jako je polarita, velikost molekuly,
lipofilita, zavedeni chromoforu nebo fluoroforu, &i zvysit schopnost ionizace apod.
[133-136].
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Obecné podle zafazeni tohoto kroku do metody Ize derivatizaci rozdélit na:

1. prfedkolonovou (ke zméné& molekuly dochazi pred kolonou a vysledny derivat je
nasledné separovan na zvolené stacionarni fazi)

2. postkolonovou (struktura analytu je zménéna az po separaci analytu za kolonou a
derivat s novymi vlastnostmi je selektivné detekovan)

3. derivatizaci na koloné (chemicka reakce a zména struktury analytu probiha pfimo

v koloné — témér se ale nevyuziva).

Derivatizaci pfed kolonou je mozné provadét v off-line i on-line zapojeni, zatimco

postkolonovy zpUsob je ve vétSiné pfipadu on-line.

Predkolonova derivatizace

Pro zarazeni predkolonové derivatizace do analyzy by mély byt splnény nasledujici
podminky. Pribéh reakce a jeho produkt by mél byt dobfe znam, reakce by méla
probihat rychle za vhodnych podminek, kvantitativné a opakovatelné. Zaroven by méla

byt selektivni, bez vzniku vedlejSich produkt(l, vznikly derivat musi byt stabilni.

V praxi je hlavnim benefitem nenaro¢nost na instrumentalni vybaveni. Pro velké série
vzork(l muze byt tento zplsob derivatizace velmi zdlouhavy i kdyz jsou dodrzeny
vSechny vySe zminéné pozadavky. Zarovenn mohou interference z matrice ovlivnit
selektivitu reakce [136—138].

Postkolonova derivatizace

Naroky kladené na postkolonovou derivatizaci se od pfedkolonového formatu znaéné
liSi. DerivatizaCni reakce musi byt rychla a reprodukovatelna, produkty reakce nemusi
byt velmi stabilni, derivatizacni Cinidlo by nemélo vyvolat Zadnou odpovéd detektoru,
velikost reaktoru by méla byt co nejmensi pro minimalizaci nafedéni analytd a
rozmyvani pika.

Hlavni vyhodou je vy3Si selektivita tohoto postupu diky pfedchazejici separaci na
koloné&. Soucasné jsou detekovany analyty, které proSly derivatizaci i ty, které v ramci
reakce neinteragovaly. JelikoZ cely proces probiha on-line, je redukovan faktor lidské
chyby. Naopak nevyhodou této metodiky pro pouziti v rutinni praxi je nutné pouziti
pomeérné finanéné naro¢né instrumentace. Cely proces derivatizace probiha v reaktoru

umisténém mezi kolonou a detektorem. Kromé reaktoru je nutné zapojeni dalSi pumpy.
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Také velké reakéni smyC€ky snizuji u€innost separace a dochazi i ke snizeni citlivosti
metody nafedénim derivatizaénim c&inidlem. Navic jsou pouzivany vétsi mnozstvi
reagencii [12, 136, 139].

Jednim z cill této prace bylo prozkoumat pfistup predkolonové derivatizace pro
stanoveni platinovych cytostatik v riznych druzich biologickych materiald a zhodnotit
vhodnost jeho pouZiti v rutinni praxi. Tomuto tématu se bude prace vénovat

v nasledujici ¢asti.

3.3.3.2. Derivatizace a stanoveni platiny v bioanalyze — prehled

Vyznam stanoveni chemoterapeutik na bazi platiny

Kvantifikace platinovych IéCiv je kliCova pfedevsim béhem systémové |écby rakoviny.
Protinadorova aktivita cisplatiny byla prokazana pfed vice nez Ctyficeti lety a stale je
zakladem systémové |écby v oblasti malignich nador, véetné germinalnich nadortd
vajecnikd, plic a karcinomu hlavy a krku. Vzhledem k vyskytu vaznych vedlejsi u¢inka
po podani cisplatiny, zejména nefrotoxicity, byla vyvijena dalsi 1é€iva na bazi platiny,
jako je karboplatina a oxaliplatina, které jsou soucasné dobé Siroce vyuzZivané.
Chemickeé struktury téchto slou€enin jsou znazornény nize (Obr. 14). Pro klinické ucely
byly v nékterych asijskych zemich schvaleny i nedaplatina, heptaplatina a lobaplatina
[140, 141].

0
CI\ e o o\ /\1 o\ NH3
gy .
P, /N "D e
CI/ \NHS ’ e 0 NH,
0

Cisplatina Oxaliplatina Carboplatina
Obr. 14 Chemickeé struktury platinovych derivati

Lécba platinovymi derivaty je spjata s akutnimi i chronickymi vedlejSimi ucinky, v€etné

nevolnosti a zvraceni, bolesti bficha a prajmu,hlavné ale nefrotoxicity, hepatotoxicity,
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ototoxicity, neuropatie, gastrointestinalni toxicity a suprese kostni dfené, které mohou
byt zavazné nebo i zivot ohrozujici. Pro cisplatinu je davkou limitujici toxicita spjata
s nefrotoxicitou, pro oxaliplatinu s neurotoxicitou a pro karboplatinu s myelosupresi
[141-143]. V dusledku toho je stanoveni platinovych IéCiv zasadni pro ucely
terapeutického monitorovani , ale také ve vyvoji novych pfipravkd a novych lééebnych

rezimu [144].

Pristupy ke stanoveni riznych forem platinovych cytostatik

Mechanismus ucinku platinovych IéCiv je velmi slozity a v mnoha ohledech stéle neni
objasnén. Je znamo, Ze cisplatina vyviji svou antineoplastickou aktivitu vazbou na
DNA, vytvarenim crosslinku a spusténim bunécné apoptézy [141, 145—147]. Po podani
platina v organismu snadno a rychle prochazi neenzymatickou biotransformaci, jejiz
produkty byly zkoumany pro lepsi pochopeni ucinku a toxicity téchto latek. Nicméné
produkty biotransformace mohou mit rozdilné vlastnosti. Nevazana, intaktni platina
predstavuje aktivni formu cytostatika a ma toxické ucinky [144, 148]. Béhem hydrolyzy
je ale platina z &asti transformovana a vytvafi mono- &i dihydratované komplexy, které
jsou taktéz aktivnimi, Cili toxickymi formami [149-152]. Nicméné tyto komplexy jsou ve
vodném prostifedi nestabilni a podle Xie a kol. je jejich spolehliva kvantifikace naro¢na,
nebo spiSe nemozna kvali nedostupnému standardu s pfesnym mnozstvim
monohydratovanych komplext [148, 153]. Intaktni cisplatina a monohydratované
formy ztraci svou aktivitu b€hem biotransformace vazbou z velké €asti na bilkoviny,
zejména albumin, glutathion, methionin a nukleotidy, ¢imz ztraci i svuj toxicky ucinek
[148, 154, 155]. Podobné oxaliplatina interaguje s endogennimi slou€eninami s

vysokou a nizkou molekulovou hmotnosti [156].

Platinova cytostatika mohou byt kvantifikovana mnohymi zpdsoby. V bioanalytické
praxi se vyskytuji tfi nejCastéjsi: 1) analyza celkové platiny (celkové mnozstvi kovu,
neselektivni pfistup), 2) analyza intaktni formy cytostatik a 3) analyza platinovych-DNA
adduktl [144].

Analyza platinovych derivati _biologickém materialu _a problematika

chromatografického stanoveni platiny-reserSe metod

Metody pro stanoveni platinovych cytostatik ¢asto vyuzivaji hmotnostni spektrometrii

s indukéné vazanym plasmatem (ICP-MS) [154, 157—-160] &i rGzné varianty atomové
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absorpéni spektrometrie [161-163]. V praxi zUstava metodou volby pro stanoveni
celkové platiny pravé ICP-MS, a to z dlvodu citlivosti této instrumentace. Ta se
vétSinou pouziva samostatné jako hlavni technika, nebo v kombinaci s kapalinovou
chromatografii jako zplsob detekce [148, 164]. Selektivita téchto metod avsak zavisi
na zvoleném zplisobu separace, ale rovnéz i na Uprave vzorku, ktera muze byt Casové
velmi narocna [148, 154, 157, 164, 165].

V sou€asné dobé jsou nejvice selektivnimi metodami pro stanoveni cisplatiny
a oxaliplatiny HILIC-MS/MS [148, 166] a také HILIC-ICP-MS pro analyzu oxaliplatiny,
kdy HILIC separace pomaha zvySovat selektivitu metody a MS/MS &i ICP-MS zajistuje
vysokou citlivost instrumentace. Separace spiSe polarnich komplext je obtiznym
aspektem LC analyzy platinovych chemoterapeutik pro kterou Ize vyuzit separace na
normalni fazi[144] a HILIC [148, 157, 166]. Zhang et al. [165] pro stanoveni oxaliplatiny
publikoval protokol vyuzivajici separace na reverzni fazi. Ackoli byla prokazana
efektivita MS detekce, béhem analyzy cisplatiny Celime problému s nastavenim
MS pfechod(, jelikoz cisplatina nepodléha pfimé ionizaci [144]. Tato skutecnost
je doloZena online publikovanymi spektry v databazi lidského metabolomu [167].
Xie et al. [148] aplikovali pro analyzu cisplatiny LC-MS/MS v MRM médu pfechod
318,1> 265,0. Davodem nastaveni tohoto prechodu byl pravdépodobné vyskyt
[M+ NH4]+ iontu ve spektru. Podobny pfistup s pouzitim [M+ NH4]+ iontd pro detekci
byl také pouzit i Arenas et al. [168], ktefi rovnéZ pozorovali nizkou miru fragmentace

cisplatiny.

Derivatizace v analyze platinovych chemoterapeutik

HPLC ve spojeni s DAD je v souCasné dobé jednim z nejbéznéjSich pfistroju
bioanalytickych laboratofi. Jednou z vyzev stanoveni cisplatiny pomoci kapalinové
chromatografie spojené s UV detekci je jeji Spatna absorpce UV. Pro jeji zvySeni byla
v minulosti pro pfed- a postkolonovou derivatizaci pouzita rizna d&inidla jako napf.
diethyldithiokarbamat sodny (DDTC) [27,32-35], 2-acetylpirydinyl-4-fenyl-3-
thiosemikarbazon [36], 4-methyl-2-thioouracil [37], 4-karboxylfenyl-thiorhodanin [38]
nebo 5- (2-hydroxy-5-nitrofenylazo) thiorhodanin [39].

Derivatizace vyuzivajici DDTC nabizi pro analyzu platiny nékolik vyhod, nebot zlepsuje
detekci konjugatu platiny-DDTC, ale i zvySuje jeho retenci na reverzni fazi. Vice

selektivni je v8ak aplikace DDTC v postkolonovém formatu. Tento postup vSak
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vyzaduje pouziti specialniho reaktoru pro derivatizaci, ktery je ovSem v rutinnich

laboratofich zfidka dostupny a cely proces je naro¢ny i pro operatora [40,41].

Predkolonova derivatizace s DDTC umoznuje pohodInéjsi separaci stabilnich derivatu
platinovych slou€enin na C18 reverzni fazi. Pouziti DDTC pro kvantifikaci platinovych
léCiv vyzaduje zohlednéni nékolika parametrl. Pro pouziti v praxi je rozhodujici
dostupnost a vykonnost pfistrojového vybaveni, jakoz i finan¢ni zatéz analyzy. Pro
ucely terapeutického monitorovani 1éCiv je na zakladé distribuce platinovych |éCiv
v organismu pro analyzu voleno nékolik biologickych matric. Cilem nasi prace bylo
specifikovat vliv riznych biologickych matric na HPLC-DAD kvantifikaci celkové a na
bilkoviny nenavazané cisplatiny a oxaliplatiny za pouziti instrumentalné nenarocné,
jednoduché a levné metody. Vysledky naSich experimentl budou podrobnéji

diskutovany v komentafi k publikované praci a také v samotném manuskriptu.
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4. KOMENTARE K PUBLIKOVANYM VYSTUPUM
SOUVISEJICICH S DISERTACNI PRACI

4.1. ResSersni prace: Vyuziti mikroextrakce v pipetovacich Spic¢kach v klinické

a forenzni toxikologii

Priloha 1: Application of microextraction in pipette tips in clinical and forensic
toxikology

Dorota Turoriova, Lenka Kujovska Krémova, Frantisek Svec

Trends in Analytical Chemistry (2021), 143, 116404

Impakt faktor (IF2021): 14,908 (D1), Article Influence Score (AlS2021): 1,976 (D1)

4.1.1. Uvod

Klinicka a forenzni analyticka toxikologie se zaméfuje na detekci, identifikaci a
kvantifikaci 1éCiv, alkoholu, kontrolovanych nebo zakazanych latek a jedu v
biologickych a dalSich materidlech. Biologické matrice obsahuji Sirokou Skalu slozek,
véetné soli, proteind, lipidd, lipoproteinl, bunék a dalSich kontaminantd, které mohou
byt pfitomny ve vysSich koncentracich nez cilové analyty. Velmi €asto je k dispozici
jen omezené mnozstvi vzorku, ktery je nutno dale upravit, pro zajisténi kompatibility s
analytickou koncovkou a soucasné dosazeni vysoké citlivosti metody, ktera umozni
detekci cilovych analytt i v stopovych mnozstvich. Vzhledem k charakteru forenzni
toxikologie a jejim pravnim dusledkim je zasadni zabezpecit spolehlivost pouzivanych

metodik a tim i prezentovanych vysledku [99, 100, 169, 170].

ReSersni prace je rozdélena do nékolika podkapitol. V uvodni Casti je diskutovana
dllezitost upravy vzorku, zefektivnéni této Upravy pro rutinni praxi a také podstata
mikroextrakce ve formatu pipetovacich Spi¢ek. Publikace dale obsahuje prehled
komer¢né dostupnych Spicek, vCetné informaci o vyrobcich, formatech, chemismu
sorbentl a jejich kapacitach. Dale jsou popsany i nové stacionarni faze vyvijené v

laboratofich, které se snazi efektivnéji extrahovat cilové analyty.

4.1.2. p-SPE-PT a DPX

Pro Upravu vzorku ve vyzkumu je v fadé pfipadl vyuzivana konvencéni extrakce na

pevnou fazi, kterd umoznuje dosahnout vysokych vytéZnosti a vyznamné pfispiva ke
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snizeni matricovych efektl. Nicméné rutinnich laboratofich tuto techniku nalezneme
jen zfidka z dlvodu casové narocnosti a vysokych finan¢nich nakladl. Soucasné
trendy v oblasti upravy vzorku sméfuji k miniaturizaci, zrychleni celého procesu,
automatizaci a levnému zpracovani vétSiho poctu vzorkd s dirazem na Setrnost k
zivotnimu prostfedi. Jednou z moznosti, ktera tyto pozadavky splfiuje, je vyuziti
mikroextrakénich Spicek u-SPE-PT a DPX. Tyto $pi¢ky se vyznacuji jednoduchym
pouzitim, které obvykle zahrnuje opakovanou aspiraci a vypousténi vzorku pres
sorbent umistény ve Spicce. Diky svym vyhodam tak jevi velky potencial pro uplatnéni

v rutinni praxi.

Pro upravu vzorku vyzkum ¢asto vyuziva konvenéni extrakci na pevnou fazi, ktera
umoziiuje dosahnout vysokych vytéznosti a snizit matricové efekty. Nicméné tato
metoda je v rutinnich laboratofich zfidka pouzivana z divodu ¢asové naro¢nosti a
finan¢nich naklad{. Sou€asné trendy v oblasti Upravy vzorku sméfuji k miniaturizaci,
zrychleni celého procesu, automatizaci a levnému zpracovani vétSiho poctu vzorkd s
dlrazem na Setrnost k zivotnimu prostfedi. Jednou z moznosti, ktera tyto pozadavky
splfiuje, je vyuziti mikroextrakénich Spic¢ek uy-SPE-PT a DPX. Tyto $pi¢ky se vyznaduji
jednoduchym pouzitim, které obvykle zahrnuje opakovanou aspiraci a vypousténi
vzorku skrz sorbent umistény ve Spi¢ce. Diky svym vyhodam tak jevi velky potencial

pro uplatnéni v rutinni praxi.

4.1.3. Aplikace mikroextrakénich Spic¢ek v klinické a forenzni toxikologii

V publikaci se dale vénujeme aplikaci mikroextrak&nich Spi¢ek v oblasti klinické a
forenzni toxikologie se zaméfenim na skupinu psychoaktivnich latek (rozdéleno na
kanabinoidy a ostatnich psychoaktivni latky), psychofarmaceutika, toxické latky
pfirodniho plvodu a polutanty. Jsou zde hodnoceny vyhody a nevyhody procesu
Upravy vzorku, a to predevSim z hlediska jeho rychlosti a slozitosti s dlirazem na
zhodnoceni prakti¢nosti postupu. Porovnavana je naroénost predupravy vzorku,
zpusob extrakce, aplikace €i eliminace jednotlivych kroka y-SPE-PT a DPX extrakce,
pocCet potfebnych cykll aspirace a vypusténi vzorku prfes SpiCku, zafazeni dalSich
krokG upravy vzorku, druh a pouzity objem matrice z pohledu zatizeni pacienta,
mnozstvi pouzitych rozpoustédel, zafazeni automatizace, aplikace vnitfniho

standardu, vytéznost a citlivost vysledné metody a dal§i parametry.

41.4. Zavér

Hlavnim cilem této prace je upozornéni na dllezitost pFepracovani starych

konvencnich postupl a jejich nahrazeni novymi, U&inn&jSimi technikami.
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M-SPE-PT a DPX $pi¢ky jsou opravdu slibnymi nastroji pro pfedipravu rznych druht
biologického materialu. Podstata jejich pouziti se shoduje s pozadavky praxe. V
rutinnich laboratofich je duraz kladen zejména na vykonnost metodik, automatizaci,
maly objem vzorku, dobu, za kterou se vysledky ziskaji, naro¢nost z hlediska nakladu
a zejména komfort pacienta. Aplikaci u-SPE-PT nebo DPX je umoznéno zkratit proces
extrakce dokonce az na 1 minutu. Kromé Uspory ¢asu je dal§im dulezitym aspektem
schopnost eliminovat lidsky faktor pomoci automatickych pipetovacich systémud nebo
jednoduse pouzitim vicekanalovych automatickych pipet. Implementace novych
postupl do rutinni praxe se znacné liSi od jejich pouziti na poli vyzkumu. Protokoly
musi byt co nejjednodussi, vSechny potfebné nastroje musi byt komercné dostupné a
mély by byt univerzalni. | kdyZ jsou vlastnoruéné pfipravené mikroextrakéni Spicky
obvykle levnéjsi nez SpiCky dostupné na trhu, pro rutinni praxi je bohuzel nemozné
vyrabét vlastni sorbenty a Spicky bez naruSeni laboratorniho pracovniho procesu.
Pokud jde o design y-SPE-PT a DPX, s miniaturizaci se snizuje mnozstvi sorbentu,
tim i jeho kapacita, cozZ je vyznamny fakt, se kterym je nutno pfi vyvoji metody pocitat.
Bylo zjisténo, ze velky vliv na vytéznost ma i pocet cyklu nasati/vypousténi vzorku pres
$picku. Uginnost DPX silné ovliviuje i doba ekvilibrace po aspiraci vzorku. Ve vétsiné
pfipadd je nutné vzorek pred extrakci jednodusSe pfedem upravit dle povahy
biologického materialu protein precipitaci, nebo nafedénim, aby nedoSlo k zaneseni
SpiCky pfi extrakci cilovych latek. V pfipadé p-SPE-PT pomahaji tento problém
prekonat i monolitické sorbenty, jejichz struktura umozriuje lepSi prutok vzorku
sorbentem ve srovnani s plnénymi SpiCkami s vétSi hustotou sorbentu. Pres veskery
potencial mikroextrakénich Spi¢ek pro klinickou a forenzni toxikologii, vétSina
publikovanych praci aplikuje jejich metodiku na limitovany poc€et vzorku a zatim pouze

jedna prace odkazuje na jejich pouziti v rutinni praxi [171].

Sepsani této prace napomohlo rozSifeni znalosti autorky v oblasti Upravy vzorku, které

byly vyuzity v experimentalni praci v laboratofi i b€hem pfipravy grantove pfihlasky.
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4.2. Pouziti HPLC pro stanoveni platinovych lé¢iv v biologickych matricich po

derivatizaci diethyldithiokarbamatem

Priloha 2: Using HPLC for the determination of platinum drugs in biological matrixes
after derivatization with diethyldithiocarbamate

Dorota Turofiova, Lenka Kujovska Krémova, Milan VoSmik, Bohuslav Melichar,

FrantiSek Svec
Journal of Separation Science (2023), doi: 10.1002/jssc.202300392 (v tisku)
Impakt faktor (IF2022): 3,1 (Q2), Article Influence Score (AlS2022): 0,371 (Q3)

4.2.1. Uvod a cil

Kvantifikace platinovych 1éCiv je kliCova bé&hem systematické |éCby nadorovych
onemocnéni. Jako kazdé chemoterapeutikum, je i aplikace cisplatiny spjata i s Castym
vyskytem nezadoucich U¢inkd. Z toho duavodl byly vyvijeny i dalSi derivaty jako je
oxaliplatina nebo karboplatina. Bohuzel vSechna tato 1éCiva maji své nezadouci ucinky.
Pro cisplatinu je tou limitujici nefrotoxicita, pro oxaliplatinu neurotoxicita a pro
karboplatinu myelosuprese [141, 142]. Platinova chemoterapeutika je nezbytné
analyzovat nejen pro ucely terapeutického monitorovani Iékovych hladin, ale i v ramci

vyvoje novych léCiv a terapeutickych postupu [144].

Pro zjednoduSeni analyzy polarnich latek na bazi platiny, tedy pro zvySeni retence na
reverzni fazi, ale i zvySeni absorpce latky béhem detekce, jsme pouzili protokol, ktery
je  vhodny pro stanoveni rGznych platinovych chemoterapeutik. Aplikaci
diethyldithiokarbamatu (DDTC), které je silnym chelataCnim Cc&inidlem, dochazi
k odstranéni vSech ligandu z léCiva za tvorby jednotného komplexu Pt-(DDTC),
a Pt-(DDTC); [144]. PrestoZe je pfedkolonova derivatizace méné selektivni nez jeji
postkolonova verze, prfedstavuje jednoduchy, rychly a univerzalini pfistup ke stanoveni
platinovych léCiv pomoci HPLC-UV na reverzni fazi. Jednou z jejich hlavnich vyhod je,
Ze umoznuje cenové dostupnéjsi analyzu pomoci UV detekce bez nutnosti dalSiho

Spickoveho pfistrojového vybaveni, jako je hmotnostni detektor.

Tato prace poukazuje na vyzvy a problémy spojené s piedkolonovou derivatizaci
pomoci DDTC a je diskutovana vhodnost tohoto pfistupu pro stanoveni platinovych
derivatl v raznych biologickych matricich v rutinni praxi. BEhem testovani biologickych
matrici jsme zaznamenali rozdilné chovani platinovych Iéku, zejména v moci, kde jsme

pozorovali nekonzistentni vysledky pro jednotlivé vzorky. S ohledem na tyto vyzvy bylo
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hlavnim cilem prace vyvinout a optimalizovat HPLC metodu ve spojeni s derivatizaci
pomoci DDTC, ktera by umoznila dosazeni konzistentnich vysledk( ve vzorcich
nékolika biomatric a ktera by byla robustni i vzhledem k vlivu variability biologické

matrice pacienta.

4.2.2. Vysledky a diskuze
4.2.21. Vzorky matric

Krev a mo€¢ byly poskytnuty zdravymi dobrovolniky z fad laboratorniho personalu.
Peritonealni tekutina byla odebrana béhem operace od pacient(l, ktefi nebyli dfive
IéCeni platinovymi léky. Vzorky moc€i a krve obsahujici platinu byly odebrany od
pacientd podstupujicich intravenézni chemoterapii ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové (FNHK). Plasma a peritonealni lavaz byly odebrany od pacientl lécenych
hypertermickou intraperitonealni chemoterapii ve Fakultni nemocnici Olomouc
(FNOL). Protokol studie byl schvalen institucionalnimi etickymi komisemi EK FNOL
118/17 (FNOL) a 202303 P01 (FNHK). VSichni zuc€astnéni pacienti a dobrovolnici

podepsali i informovany souhlas a souhlas se zpracovanim osobnich udaja.

Krev byla odebirana do zkumavek s KsEDTA. Plasma byla oddélena od plné krve
centrifugaci (2000 g, 10 min, 4 °C). Plasmaticky ultrafiltrat byl ziskan ihned po oddéleni
plasmy ultrafiltraci plasmy pres centrifugacni filtr Microcon 10 kDa (21 380 g, 40 min,

4 °C). Vzorky byly pfed analyzou uchovavany pfi -84 °C.

4.2.2.2. Uprava vzorku pied analyzou

Pro ochranu vzorkd pred rozkladem analytl zpusobenym expozici dennimu svétlu

byla provedena opatfeni na minimalizaci jejich vystaveni svétlu béhem experimenta.
Stanoveni celkového obsahu cisplatiny a oxaliplatiny v plasmé

Na zacatku bylo ke 100 pl plasmy pfidano 10 pl vnitfniho standardu a 25 pl DDTC.
Smés byla derivatizovana po dobu 10 min v termobloku pfi 45 °C. Nasledné bylo
pfidano 200 pl acetonitrilu, tim byla derivatizaCni reakce zastavena, vzorek byl
intenzivné protfepan na vortexu a centrifugovan (21 380 g, 5 min, 20 °C). Nakonec byl

supernatant opatrné promichan a pipetovan do 96jamkovych desticek.

66|



Komentare k publikovanym vystupim

Oxaliplatina nevyzadovala derivatizaci pfi vy$Si teploté. Po pfidani 10 pl vnitfniho
standardu a DDTC do plasmy byl vzorek okamzité vysrazen acetonitriiem. Zbytek

pfipravy vzorku zUstal stejny.

Stanoveni celkové cisplatiny a oxaliplatiny v peritonealni lavazi

Uprava peritonedlni lavaze byla podobna jako u plasmy s vyjimkou 50nasobného
zfedéni na zacCatku procesu 0,9% fyziologickym roztokem v pFipadé cisplatiny a
ultraCistou vodou v pfipadé oxaliplatiny. Nasledné zpracovani 100 ul nafedéného

vzorku bylo stejné jako u plasmy.
Stanoveni celkové cisplatiny a oxaliplatiny v plasmatickém ultrafiltratu

Pfed zamrazenim vzorku pfed analyzou, 200 ul plasmy bylo pipetovano do
centrifugaéniho filtru Microcon 10 kDa a filtrovano pfi 21 380 g, 40 min, 4 °C. Po
rozmrazeni bylo k 100 pl ultrafiltratu pfidano 10 pl vnitiniho standardu. Nasledné

zpracovani vzorku bylo stejné jako u plasmy.
Stanoveni celkové cisplatiny a oxaliplatiny v mog¢i

Vzorky modci byly zpracovany podobné jako vzorky plasmy s vyjimkou pocateéniho
desetinasobného fedéni roztokem KsEDTA 2 g/l. Pro oxaliplatinu bylo pouzito
100nasobné Ffedéni. Zpracovani vzorku 100 pl zfedéné moci pak bylo shodné se

zpracovanim vzorku plasmy.

4.2.2.3. Chromatografické podminky

Pro ucely vysokoucinné chromatografie byl pouzit systém HPLC Prominence LC-20
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) zahrnujici degaser, dvé pumpy, autosampler, kolonovy
termostat, DAD (SPD-M20A). Pro separaci platinovych derivatu byla zvolena core-
shell kolona Meteoric Core C18 (100 % 4,6 mm, 2,6 um, velikost p6ri 8 nm, YMC,
Kyoto, Japonsko), v kombinaci s pfedkolonou Security Guard ULTRA F5 (10 x 4,6 mm,
Phenomenex, Torrance, CA, USA), které byly temperované na 37 °C. Finalni mobilni
faze byla sloZzena z acetonitrilu a ultracisté milliQ vody v poméru 70:30. Analyty byly
eluovany izokraticky pfi pratoku 1 ml/min. Nastfikovy objem vzorku na kolonu byl 10 pl
a to z 96jamkové desticky. Teplota rackchangeru byla nastavena na 10 °C. Analyty

byly detekovany pomoci DAD detektoru pfi 254 nm.

Ve vzorcich modi byl rovnéz analyzovan kreatinin a to mirné modifikovanou metodou,

kterou pro pouziti na sérum publikoval kolektiv autord z Vyzkumné laboratore
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FNHK [172]. Po centrifugaci moci po dobu 45 s bylo 100 pl vzorku zfedéno 1000 pl
mobilni faze a poté byl pomoci filtraéni desky Zfiltrovan. Separace bylo dosazeno
pomoci High Resolution C18 hybridni monolitické kolony 150 x 4,6 mm za pouziti
izokratické eluce pfi prutoku 2,5 ml/min (0-2 min) a 3 ml/min (2-8 min). Jako mobilni
faze byl pouzit 15 mmol/l fosfatovy pufr upraveny na pH 6,45. Kreatinin byl detekovan

pfi 235 nm pomoci PDA detektoru.

4.2.2.4. Vyvoj upravy vzorku pro jednotlivé biologické matrice

V ramci experimentl byla zkoumana metodika vyuzivajici DDTC pro pfedkolonovou
derivatizaci jako jednoduchy, rychly, univerzalni a levnéjsi postup pro HPLC stanoveni
platinovych léCiv v riznych lidskych matricich, ktery by poskytoval spolehlivé vysledky,
protoze dle naSich dfive ziskanych dat bylo zjiSténo, ze pravé matricové efekty a
variabilita matrice jednotlivych pacientd zplsobuje zavazny problém vedouci k

nespolehlivym vysledkim, ktery dosud nebyl v literatufe diskutovan.

Plasma

Protokol pro upravu vzorku byl inspirovan jiz publikovanymi pracemi [173-175], ktery

jsme ale museli modifikovat.

Béhem pocatecnich experimentl byl jako vnitini standard pouzit NiCl,[173, 176], ktery

byl nahrazen PdCI; kvuli koeluujici interferenci.

DalSim optimalizovanym parametrem bylo mnozstvi DDTC k derivatizaci.
Z testovaného rozmezi 1-10% DDTC v 0,1 M NaOH bylo nejlepSich vysledkd
dosazeno s 5% DDTC.

vvvvvv

Nespravné nastavené podminky vedly k nestabilnimu extraktu. V takovém pfipadé byl
pozorovan narlst plochy pod pikem platiny az o 28 % bé&hem reanalyzy po 2 a 15 h
oproti vyslednému extraktu. Dfive publikované prace provadély derivatizaci pfi teploté
37-60 °C po dobu 10-60 minut [164, 168, 173—178]. My jsme provadéli experiment pfi
20, 40 a 45 °C, kdy nejvétsi plochy pod pikem bylo pro cisplatinu dosazeno po 10
minutach pfi 45 °C (Obr. 15 A). Oxaliplatina avSak nevyzadovala zvySenou teplotu a
plochy pod pikem bylo dosazeno pfi okamzitém pfidani acetonitrilu po pfidani DDTC
(Obr. 15 B a C).
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Obr. 15 (A) Doba derivatizace cisplatiny v plasmé pfi 45 °C. Nejlepsi plocha piku
cisplatiny  byla  ziskdna pfi reakci po dobu 10 minut.
(B) Doba derivatizace oxaliplatiny v plasmé pfi 45 °C. Nejvy$si plocha piku
oxaliplatiny byla ziskana, kdyZ byla derivatizacni reakce zastavena
ihned po pfidani DDTC do vzorku (¢as 0).
(C) Doba derivatizace oxaliplatiny v plasmé pri 20 °C. Nizsi teplota 20 °C
béhem derivatizani reakce ve srovnani s experimentem pri 45 °C vedla
k mensimu poklesu plochy piku oxaliplatiny s ¢asem. Nejucinnéjsi protokol

byl ziskan v ¢ase 0.

Pro vytéZnost byl velmi ovliviiujicim aspektem rovnéz i spravny vybér typu a mnozstvi
pouzitého precipitatniho Cinidla pro procisténi vzorku. NejlepSich vysledku bylo

dosazeno s pfidavkem dCistého acetonitrilu. VySSich vytézka a stabilnéjSich extraktd
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bylo zajisténo centrifugaci vzorku pfi 20 °C misto 4 °C. Diky veSkeré optimalizaci
dosahovala vytéznost cisplatiny 97,2 % a oxaliplatiny 92,4 %. Citlivost metody, resp.

LLOQ dosahla v pfipadé cisplatiny i oxaliplatiny 20 ng/ml.

V mnoha publikacich rovnéz zaradili LLE do upravy vzorku pro zajisténi vyssi citlivosti
metody [164, 174, 176]. V naSem pfipadé jsme vSak v chromatogramu pozorovali vice

interferenci.

Plasmaticky ultrafiltrat

Pro rozliSeni celkové platiny od na bilkoviny nevazané formy byl pro analyzu pouzit
plasmaticky ultrafiltrat (PUF). Ten neobsahuje vysokomolekularni komponenty plasmy
na které by se platina navazala a tim dochazi k omezeni jeji pfemény na neaktivni
formu. V minulosti pro separaci PUF z plasmy byly pouzity centrifugacni filtry s riznou
velikosti pord membrany [164, 176, 178, 179]. Nicméné bylo prokazano, ze membrana
s pory 3 a 30 kDa neovliviuje kvalitu vzorku [180]. V nasi studii byla aplikovana
membrana s cut-off 10 kDa. Kvuli viskozité plasmy bylo ovSem obtizné ziskat
dostatecny objem ultrafiltratu potfebny pro analyzu. Tudiz 200 yL plasmy bylo pouzito
pro ultrafiltraci. LepSiho vytézku bylo dosazeno bez aktivace filtru. Ultrafiltrat byl poté
zpracovan klasickym zpusobem jako plasma. PFfidavek acetonitrilu ke vzorku zpasobil
dvojnasobny narlst plochy pod pikem oproti postupu bez jeho pfidani. V ramci
optimalizace bylo testovano i zafazeni LLE do upravy vzorku. BohuZel tento krok
proc€isténi vzorku nezajistil signifikantn&jsi vytéZnost oproti prostému pfidani

acetonitrilu, proto jsme radé&ji ponechali extrakci jednodussi bez LLE.

Nékteré publikace nahradily centrifugaCni filtry prostym vysrazenim proteinu
[174, 181]. Bohuzel b&éhem nasich experimentl s riznymi precipitaénimi rozpoustédly

a pfistupy jsme nebyli schopni dosahnout robustniho vysledku.

BohuZel analyza platiny v PUF po derivatizaci s DDTC nemusi dosahnout uplné
selektivity daného postupu, nebot’ malé molekuly nap¥. methioninu a glutathionu, které
projdou filtrem, vyvazuji platinu a nasledné také reaguji s DDTC, mohou byt
v ultrafiltratu rovnéz pfitomny. TudiZz se jedna o celkovy obsah platiny a ne Cisté jeji

volnou formu [148].
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Peritonealni lavaz

V publikovanych protokolech je moZné pozorovat dva typy stanoveni platinovych léCiv
a to analyzu celkové platiny 1) v lavazi [154, 182] nebo 2) v ultrafiltratu peritonealni
lavaze [162, 183, 184]. V naSem pfipadé jsme se rozhodli pro analyzu platiny pfimo
v lavazi. P¥i kvantifikaci z peritonealni lavaze pochazejici od pacientl podstupujici
intraperitonealni chemoterapii Celime dvéma vyzvam: 1) vysoké koncentraci
platinového derivatu oproti plasmé a 2) velmi sloZité matrici [85]. Pfi pouziti
standardniho postupu jako v pfipadé plasmy jsme ziskali velmi necisté extrakty ovSiem
intenzivné zbarvené hemoglobinem. Resenim pro jeho eliminaci i snizeni matricového
efektu zpulsobujiciho nahodilost vysledk( analyzovanych hladin bylo 50nasobné
zfedéni lavaze fyziologickym roztokem v pfipadé cisplatiny a ultracisté milliQ vody

v pfipadé oxaliplatiny.

v

Mo¢

Vysledky experimentll provadénych na modi nebyly v souladu s oekavanou
redukovanou slozitosti matrice. Pfi pouziti umélé moci a jejim zpracovanim stejnym
zpUsobem jako plasma bylo procisténi vzorku velmi efektivni. Nicméné kdyz byly takto
zpracovany realné blankové vzorky moci s naslednym pridavkem platiny o stejné
koncentraci pro vSechny odbéry, stanovena koncentrace analytu se mezi vzorky liSila.
Jiné publikace [173, 175] pouzivajici DDTC pro pfedkolonovou derivatizaci moc€i a
plasmy problém s variabilitou vysledk{ nezminuji. Navic nebyl popsan zadny rozdil v
predupravé vzorkd pro plasmu a moc€ [173], nebo bylo dokonce zminéno, Zze obé
matrice byly zpracovany identicky [175]. Dokonce ani Arenas et al [168], ktefi
modifikovali dfive publikovany protokol [173], nezaznamenali pfi pouziti derivatizace s
MS/MS detekci zadné problémy souvisejici s variabilitou matrice. Tento fakt mize byt
ovSem zpusoben tim, Ze ve studiich nebyla zpracovana dostatec¢né velka kohorta
pacientl. Pfi testovani zminénych protokoll jsme nedosahli stejnych hodnot

koncentrace v platinou obohacenych matricich.

Jednoduché zfedéni matric vodou ani Uprava pH vzorkl neposkytlo pozitivni vysledky.
Taktéz ani fedéni DDTC v roztoku KOH namisto NaOH ¢i pouZiti vy3$8i koncentrace
DDTC nebyly ucinné. Pro lepsi procisténi vzorku bylo zkouSeno i zafazeni LLE do
Upravy vzorku, bohuzel analyty nebylo mozné viibec zachytit ani po upraveni pH pred
extrakci. Zvazovana byla i moznost rozloZeni analytu b&éhem odpafovani vzorku po

LLE, ale ani snizenim teploty nebyl ziskan pozitivni vysledek. Aplikaci riznych
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precipitatnich ¢inidel a jejich kombinaci, ale také pouziti siranu zineCnatého

v kombinaci s organickym ¢inidlem taktéz nebyla patrna konzistence vysledku.

Klic¢ovym krokem pro ziskani srovnatelnych vysledkd z moci testovanych od pacienta
k pacientu se ukazalo byt pfidani KsEDTA v podobé& (nejméné) desetinasobného
fedéni vzorku roztokem o koncentraci 2 g/l. Teprve fedéni s KzEDTA v navrhovaném
poméru poskytlo poZzadované srovnatelné vysledky mezi matricemi z riznych zdroja.
Béhem experimentu byly testovany rizné koncentrace KsEDTA roztoku, jejich fedici
poméry, ale i moznost jeho pfidani do roztoku IS €& malého pfidavku o vysoké
koncentraci. NejuspokojivéjSi a nejstabilngjSi vysledky mezi vzorky byly ziskany z
(nejméné) desetinasobného fedéni roztokem KiEDTA o koncentraci 2 g/l, ackoli
citivost metody se v dusledku zvySeného poméru fedéni snizila. Dolni mez
kvantifikace pro oba analyty tak dosahla 200 ng/ml pfi desetinasobném fedéni.

Spolehlivost vysledkl byla zachovana i pfi 100nasobném fedéni.

Domnivame se, Ze fedéni s KsEDTA zpusobilo rozpusténi a ziedéni mikrokrystall
moci, jejichz pfitomnost zplsobila maskovani derivatd platiny pfi reakci s DDTC v
nefedéné modi. K prokazani ucinku KsEDTA bylo porovnano 50 vzork( blankové mogi
z rlznych zdroja, které byly obohaceny zkoumanymi analyty. Jak ukazuje obrazek
(Obr. 16), desetinasobné fedéni 2 g/l KsEDTA na rozdil od nefedénych vzorkl

korigovalo nestejny matricovy efekt mezi pacienty a poskytlo spolehlivé vysledky.
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Obr. 16 Uéinek Fedéni vzorku pomoci K3EDTA na vytéZnost cisplatiny (A)
a oxaliplatiny (B). Po ziedéni vzork( se hodnoty vytéZnosti v jednotlivych vzorcich
moci sjednotily — modré tecky. Oranzoveé te¢ky pfedstavuji stejné matrice, které byly

zZpracovany bez naredéni KsEDTA.
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Po takovém zfedéni vzorki moci se hodnoty vytéZnosti cisplatiny a oxaliplatiny
pohybovaly mezi 95,65 a 106,71 %, resp. 96,29 a 108,02 %. Opakovatelnost nasich
vysledki byla rovnéz ovéfena i ziskanim nizké relativni smérodatné odchylky
2,99 % pro cisplatinu a 3,41 % pro oxaliplatinu. Pfi porovnavani vysledkl nefedénych
moci jsme pozorovali zna¢nou variabilitu mezi jednotlivymi matricemi. Proto dirazné
doporucujeme, aby byla variabilita matric z rGznych zdroji fadné testovana na vétSich
souborech vzorkl, protoZze ma rozhodujici vliv na spolehlivost ziskanych vysledku.
Vysledny chromatogram moc€i ve srovnani s jinymi matricemi je uveden na obrazku
(Obr.17).
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Obr. 17 Porovnani chromatogramdi platinou obohacené peritonealni tekutiny na 10
000 ng/I (Cervena Cara), standardniho roztoku - 200 ng/l (riizZova ¢ara), plasmy - 200
ng/l (fialova Cara), standardniho roztoku s KsEDTA - 200 ng/l (Seda ¢ara) a moci s
K3EDTA - 2 000 ng/l (Zluta &ara). V ¢ase 2,99 minut byl eluovan komplex cisplatiny-
DDTC a v ¢ase 4,02 minuty Ize pozorovat vnitini standard jako komplex palladium-

DDTC. Zbylé piky pochazi z derivatizacniho Cinidla.

4.2.2.5. Aplikace metody

Optimalizovana metoda byla pouzita k analyze vzork( ziskanych od pacientt I1é¢enych
intravendzni chemoterapii na bazi platiny. Vzorky od pacientl 1é¢enych oxaliplatinou
byly odebrany na konci dvouhodinové infuze. Vzorky krve a moci od pacientl Ié€enych
cisplatinou byly odebrany po ukonceni 4hodinové infuze. Nasledné moc¢ byla

odebirana v intervalu 12 a 36 hodin po ukonéeni podavani chemoterapeutika.
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Ve vsech vzorcich moci byl rovnéz analyzovan kreatinin. Vysledky jsou uvedeny v
tabulkach (Tab. 2 a 3).

Tab. 2 Koncentrace celkové oxaliplatiny v plasmé, plasmatickém ultrafiltratu a modi

v poméru s kreatininem.

Pacient €. ¢ (‘:IE;E:S € c v PUF (ng/mL) Ptv m;t/:il)/rl:]r‘;ala;tmm
1 2 305 1033 6,93
2 2711 1260 9,88
3 2519 1040 24,38
4 2494 1232 9,29
5 1239 467 4450
6 1853 768 8,80
7 3000 915 10,21
8 2 576 1229 17,16
9 2690 1833 7,89
10 2 691 473 14,51
11 2740 637 18,31
12 2 358 1436 7,94
13 1393 1367 13,40
14 2 566 1831 7,27
15 1870 688 23,99
16 3 557 1745 33,90
17 1 800 781 1,90
18 3694 1670 20,49
19 2703 628 4,46
20 5151 385 16,54
21 2985 1007 7,53
22 3 561 1785 20,18
23 2178 1009 22,75
24 1 580 417 8,85
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Tab. 3 Koncentrace celkové cisplatiny v plasmé, plasmatickém ultrafiltratu a moci

v poméru s kreatininem.

Pacient ¢. c(\:lg;;sir)\e ¢ v PUF (ng/mL) Ptv m;%rl:‘f;tmm
25 1038 427 7,31
0,04
26 2769 744 21,01
0,56
0,23
27 805 32 14,64
0,07
28 588 4.14 5,11
0,05
29 1 395 325 14,63
0,04
0,02
30 1402 322 25,82
0,31
0,17
31 1344 291 8,44
0,14
32 1263 397 7,90
0,01
33 1324 332 13,83
0,09

*Hodnota koncentrace byla pod kalibracnim rozsahem

4.2.3. Zavér

Zejména kvuli slozitosti matric mize byt v bioanalyze stanoveni platinovych [éCiv
pomoci kapalinové chromatografie s pfedkolonovou derivatizaci s DDTC obtizné. To
muze zpusobit fadu problému pfi analyze, mize byt ovlivnéna citlivost, robustnost a
selektivita dané metody. Z tohoto dlivodu byla metodika pfedkolonové derivatizace s
DDTC pro LC-DAD analyzu cisplatiny nebo oxaliplatiny peclivé optimalizovana a Ize ji
pouzit jako univerzalni pfistup s minimalnimi Upravami pro stanoveni v riznych
biologickych matricich, jako je plasma, plasmaticky ultrafiltrat, peritonealni lavaz a také
moc€. Zejména mocC zpuUsobuje silny matricovy efekt a nejvySSi variabilitu vzorkad.
Abychom tomuto jevu predesli, bylo pro ziskani spolehlivych vysledkd nezbytné pouzit
alespon desetindsobné fedéni roztokem KsEDTA o koncentraci 2 g/l, pfi¢emz jsme
ziskali porovnani vysledkll 50 moci z ruznych zdroju. Nicméné predkolonova
derivatizace pomoci DDTC je jednoduchy, levny, slozitou instrumentaci nevyzaduijici
pfistup, vhodny pro rutinni praxi, ktery umozfiuje zpracovani velkych sérii vzorku.
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4.3. Biomarkery zanétu a progrese béhem imunoterapie u pacientt

s metastatickym renalnim karcinomem

Pfiloha 3: Biomarkers of Inflammation and Progression During Immunotherapy
in Patients With Metastatic Renal Cell Carcinoma

Martina Spisarova, Bohuslav Melichar, Jarmila Jurafiova, Anezka Zemankova, Tomas
Adam, Katefina MatouSova, Lenka Javorska, Lenka Kujovska Krémova,
Dorota Turofiova, Hana Studentova

In Vivo (2023), 37 (1), 393-399

Impakt faktor (IF2022): 2,3 (Q4), Article Influence Score (AlS2022): 0,422 (Q4)

4.3.1. Uvod a cil

Pouziti imunoterapie zasadnim zpuisobem zménilo Ié6bu metastatického karcinomu
ledviny (mRCC). Inhibitory kontrolnich bodd imunity (ICl), které byly aplikovany u
pacient, u nichz selhavaji inhibitory tyrosinkinasy [185, 186], dosahly nejlepsiho
ucinku jako soucast kombinovanych rezim( [187, 188]. Navzdory vyraznému zlepSeni
ucinnosti 1éCby, u vétSiny pacientt Ié¢enych imunoterapii dojde nakonec ke zhorSeni

jejich stavu.

Bohuzel ale stale postradame postup, kterym Ize identifikovat pacienty, u kterych by
aplikace imunoterapie pravdépodobné nedosahla pozadovaného efektu a pro které by
radéji mél byt zvolen alternativni postup léCby €i experimentalni terapie. Vzhledem k
tomu, Ze existuje nékolik zpusobu terapie s riznymi mechanismy ucinku, bylo by velmi
zajimavé nalézt vhodné schéma, které by hralo zasadni roli pro jeji vybér. Bylo
prokazano, ze zvySené koncentrace markerl aktivace imunitni a zanétlivé odpovédi,
jako je C-reaktivni protein (CRP), interleukin-1 a -6, nebo neopterin, jsou spojeny se
Spatnou prognoézou u pacientd s nadorovym onemocnénim véetné mRCC [189, 190].
Vysoké koncentrace téchto prediktort byly rovnéz spojeny s nedostate¢nou odpoveédi

na imunoterapii [191].

Cilem této studie bylo zhodnotit souvislost mezi biomarkery imunitni aktivace a

vysledkem lécby u pacientd s mRCC IéCenych ICI.
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4.3.2. Vysledky a diskuze

V ramci studie byla analyzovana laboratorni a klinicka data 79 pacientd s histologicky
potvrzenym mRCC [é€enych imunoterapii zalozenou na ICI. Padesat pacientd bylo
lé€eno pouze nivolumabem a 29 pacientim byla podavana kombinace ipilimumabu a
nivolumabu s naslednou aplikaci nivolumabu a to dle stanovené strategie. Nevyhodou
souboru byla jeho heterogenita z pohledu linii [é¢by a pouzitych rezim(. Odpovéd na
lé€bu byla hodnocena standardnimi radiologickymi metodami ve 2 az 3mési¢nich
intervalech. LéCba byla podavana az do opakovaného potvrzeni progrese nebo

projevl zavazné toxicity.

Z hlediska laboratorni diagnostiky byly vzorky séra a moce zucastnénych pacient(
podrobeny hematologickému a biochemickému testovani. Hladiny CRP, kreatininu,
laktat-dehydrogenazy a albuminu v séru byly stanoveny pouzitim komeréné
dostupnych kit na modularnim analyzatoru Cobas ¢ 8000 (Roche Diagnostics,
Némecko). Sérovy neopterin byl stanoven pomoci kitu pro enzymovou-imunoanalyzu
na systému EVOLIS (Bio-Rad Laboratories, USA). V rdmci souboru laboratornich
vysledkl ziskanych stanovenim v rutinnich laboratofich FN Olomouc byly rovnéz
hodnoceny i hematologické parametry krevniho obrazu pomoci analyzatoru Sysmex
XN (Sysmex, Japonsko). Ve vyzkumné laboratofi Ustavu klinické biochemie a
diagnostiky FNHK byl metodou HPLC s fluorescenéni a UV-VIS detekci stanoven
mocovy neopterin spoleCné s kreatininem po velmi jednoduché upravé vzorku

nefedénim a filtraci a nasledné separaci na C18 monolitni stacionarni fazi [192].

Ziskana data byla podrobena statistické analyze a byly studovany korelace mezi

jednotlivymi parametry.

Pro zhodnoceni vysledku, byli vSichni pacienti sledovani po dobu minimalné 4 mésicua,
kdy se stav 33 pacientl zhorSil nebo doslo k umrti a 46 pacientu bylo bez progrese.
Pacienti s progresi nebo zemreli béhem 4 mésict méli vySSi prognostické skoére, vysSi
sérovy CRP, sérovy a mocCovy neopterin a nizSi sérovy albumin, koncentrace
hemoglobinu a Charlesonlv index komorbidity. VyraznéjSi rozdil vykazoval pomér
sérového neopterinu/kreatininu. Podobny vyvoj parametr( byl pozorovan po dobu 6, 8
a 12 mésica.

Po 6 mésicich bylo nazivu 61 pacientl a 17 pacientd zemrelo. U zemrelych po 6
meésicich bylo pozorovano vyrazné vySSi skére vybranych prognostickych modelu
(IMDC a MSKCC, stav vykonu ECOG), zna¢né zvySeny sérovy CRP, sérovy a mocovy

neopterin, poCet leukocytl, monocytl, neutrofild, desticek, distribuéni Sifka erytrocytu
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a pomér desti¢ek-lymfocytu, dale byl vyrazné nizSi sérovy albumin a primérny objem
destic¢ek. Nejvétsi rozdil byl opét pozorovan u poméru sérového neopterinu/kreatininu
a podobny trend rozdild v parametrech byl zaznamenan pfi hodnoceni celkového

preziti pacient(l po dobu 4, 8 a 12 mésica.

4.3.3. Zavér

Biomarkery aktivace imunitni odpovédi, zejména pomér neopterinu a kreatininu v séru
koreluje s vysledky terapie u pacientd s mMRCC lé¢enych imunoterapii. U pacientl s
mRCC by sérova koncentrace neopterinu vyjadiena jako pomér ke kreatininu méla
poskytnout presnéjSi vysledek. Potencialni role neopterinu jako prognostického a
prediktivniho biomarkeru u mRCC bé&hem imunoterapie by v§ak méla byt potvrzena na
vétSim souboru pacientu, ktery by byl vice heterogenni z hlediska linii Ié€by a pouzitych
rezimd. Cilem budoucich studii prediktivnich biomarkeri by méla byt snaha
identifikovat pacienty, ktefi pravdépodobné budou profitovat z Ié¢by zalozené na ICI, i
ty, ktefi z ni pravdépodobné mit prospéch nebudou. Pacientlim, ktefi pravdépodobné
nebudou na tuto IéCbu reagovat, by pak mohly byt nabidnuty jiné moznosti I€Cby nebo
by mohli byt pfednostné zafazeni do klinickych studii novych Ilatek nebo

kombinovanych rezimu.

179



80|



Komentare k publikovanym vystupim

4.4. Neopterin a kynurenin v séru a mocéi jako prognostické biomarkery u

hospitalizovanych pacientli s variantou delta a omicron infekce SARS-CoV-2

Priloha 4: Neopterin and kynurenine in serum and urine as prognostic biomarkers in
hospitalized patients with delta and omicron variant SARS-CoV-2 Infection
Lenka Kujovska Krémova, Katefina MatouSova, Lenka Javorska, Petr Smahel, Mikulas

Skala, Vladimir Koblizek, Jan ékop, Dorota Turonova, Markéta Gancarcikova,

Bohuslav Melichar
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (2023), 37285602
Impakt faktor (IF2022): 6,8 (Q1), Article Influence Score (AlS2022): 1,017 (Q1)

4.41. Uvod a cil

COVID-19 predstavuje akutni nakazlivé onemocnéni zpusobené virem SARS-CoV-2.
Ve vétsSiné pfipadl se infekce projevuje bezpfiznakové nebo s mirnymi symptomy
podobnymi bézné chfipce. U nékterych pacientl mlze dojit k rozvinuti tzv. cytokinové
boure, kterou nasleduje rozvoj syndromu akutni respiracni tisné. Pacienti s téZkym
pribéhem mohou velmi ¢asto skonCit fatalné popf. s naslednym dlouhodobym

poskozenim plic.

Produkce interferonu gama, aktivovana imunitnim systémem bé&hem virové infekce,
muze vyvolat zvySeni hladiny neopterinu a degradaci tryptofanu na kynurenin, coz se
projevuje zvySenym pomeérem kynureninu a tryptofanu. V ramci zanétlivé reakce v
prubéhu COVID-19 dochazi k aktivaci monocytd/makrofagd a uvolfovani
prozanétlivych cytokinl (Obr. 18). Existuje Fada studii, které potvrzuji pozitivni korelaci
mezi zanétlivymi biomarkery, jako je CRP nebo interleukin-6, a zavaznosti

onemocnéni [193, 194].

V souvislosti s COVID-19 nedavno vyvstal potencial vyuziti neopterinu a poméru
kynureninu a tryptofanu jako moznych spolehlivych zanétlivych biomarkert [195].
Podobné jako v minulosti bylo zaznamenano zvySeni sérového neopterinu u
onemocnéni SARS [196], tak i v souvislosti s predikci zavaznosti prabéhu COVID-19

byl neopterin vyznamnym prediktivhim markerem [197, 198].
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Obr. 18 Patogeneze onemocnéni a produkce cytokini v priabéhu covid-19.
(IL- interleukin, CRP- C-reaktivni protein, TNF-a- tumor nekrotizujici faktor a,
INF-y-interferon y). Publikovéno s dovolenim MUDr. Petra Smahela, Ph.D.

Cilem této studie bylo posoudit korelaci mezi mo&ovymi a sérovymi biomarkery a ovéfit
moznost vyuZiti moc€i jako neinvazivniho zdroje vzorku. Zaroven se publikace zaméfrila
na vyhodnoceni potencialu neopterinu, kynureninu a tryptofanu jako prediktor
zavaznosti onemocnéni u skupiny hospitalizovanych pacientd s COVID-19. Cilem
studie bylo také sledovat tyto parametry u obou variant viru (omikron a delta). Hlavnim
cilem bylo definovat vhodné kombinace vybranych klinickych parametrd a téchto

novych markeru, které by pomohly Iékafim pfi diferenciaci pacientd béhem pandemie.

4.4.2. Metodika

Vzorky byly ziskany od pacientl starSich 18 let, ktefi byli hospitalizovani v obdobi od
listopadu 2021 do dubna 2022 s diagnézou COVID-19 ve FNHK. U skupiny 108
pacientl byl vékovy median 72,5 let. Protokol studie byl schvalen institucionalni etickou

komisi (€. 202011P04) a vSichni dobrovolnici podepsali informovany souhlas.

Sérum a mo¢€ byly odebirany 1. az 4. den hospitalizace. Sérovy neopterin, kynurenin a
tryptofan byly analyzovany metodou HPLC vyuzivajici pro separaci C18 monolitni
stacionarni fazi s naslednou fluorescenéni a UV-VIS detekci. Pro upravu vzorku bylo
aplikovano fedéni, precipitace proteinli, centrifugace a nakonec filtrace [172].
Ke stanoveni mocového neopterinu a kreatininu byla pouzita metoda HPLC

s fluorescenéni detekci [18]. Tato metoda ma velmi jednoduchou Upravu vzorku, ktery
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jen fedime mobilni fazi a poté filtrujeme. Abychom analyzovali kompletni spektrum
téchto latek i v moci, pro kvantifikaci kynureninu, tryptofanu a kreatininu byla pouzita
UHPLC-MS/MS. Zde separace analytl probihala na C18 core-shell stacionarni fazi
s polarni modifikaci a ionizace analytu byla podpofena mobilni fazi obsahujici

mravencan amonny a methanol s kyselinou mravenci.

Béhem hospitalizace byly sledovany nékteré rutinni parametry, jako je CRP, dale
vstupné virovy N-antigen a hodnoty CT (CT- cycle threshold value-prahovy cyklus
udavajici mnozstvi virovych Kkopii v prub&hu polymerazové retézové reakce).
N-antigen byl stanoven pomoci soupravy pro kvantitativni stanoveni SARS-CoV-2
antigenu (fluorescencni imunochromatografii) (Biohit Healthcare, Finsko) a CRP byl
méfen pomoci analyzatoru COBAS (Roche Diagnostics, Némecko). Kromé toho byly
do hodnoceni zahrnuty nékteré parametry, jako je index télesné hmotnosti (BMI), vék
a Skala klinické krehkosti (CFS).

Zavaznost onemocnéni byla vymezena potfebou kyslikové terapie a pacienti byli
rozdéleni podle tohoto kritéria do dvou skupin (s a bez nasledné oxygenoterapie).
Prognoza byla hodnocena rozdélenim pacient na zakladé preziti nebo umrti béhem
hospitalizace. Zadny z pacientti nebyl propustén s fatalni infekci (tj. vSichni pacienti s

terminalnim stadiem COVID-19 Ié€eni s paliativnim zamérem zemfeli v nemocnici).

4.4.3. Vysledky a diskuze

Jednim z hlavnich cild této studie bylo prozkoumat moznost vyuZziti moci jako
neinvazivni alternativy k séru pro analyzu biomarkert. Ziskané vysledky ukazaly
vyznamnou korelaci mezi koncentracemi biomarkert v moci a séru, a to bez ohledu na

variantu viru. Vysledky v moci byly vzdy korigovany na hodnotu kreatininu.

Znacéné rozdily byly pozorovany v sérovém a mocovém neopterinu, kynureninu a
poméru kynureninu a tryptofanu v zavislosti na potfebé nasledné oxygenoterapie u
celé kohorty a u varianty delta, ktera se klinicky projevovala mnohem agresivnéji.
ZvySené hodnoty neopterinu, kynureninu a pomeéru kynureninu a tryptofanu souvisely
tedy se zavaznosti onemocnéni. U omicronu vysledky nedosahly statistické
vyznamnosti. V ramci moznosti predikce rozvinuti v zavazny stav byly rovnéz
hodnoceny vstupni parametry CRP a N-antigenu, jejichz hladina byla vyrazné vy$Si u

pacientd, ktefi potfebovali nasledné oxygenoterapii.
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Vstupni sérové i mocové hladiny biomarkert byly vyznamné vyS$si u pacientl, ktefi
zemreli béhem hospitalizace, ve srovnani s pacienty, ktefi prezili v celkovém souboru
i v jednotlivych variantach viru. Stejny trend vykazovala i hladina N-antigenu.
Vypodteny byly i ROC (receiver operating characteristic) kfivky s definovanou citlivosti
a specifitou pro pfedpovéd potfeby IéCby oxygenoterapii, ale i Sance na preziti, které
kombinovaly biomarkery s dal§imi daty jako je vék pacienta, jeho BMI, hladiny CRP,

N-antigenu ¢&i CFS, aby bylo dosazeno komplexnéjSiho porovnani klinickych dat.

Velmi dulezitou soucasti studie bylo i vytvofeni cut-off hladin pro Sanci na preziti a
predikci zavaznosti prdb&hu onemocnéni. Bylo nezbytné zachytit vSechny pacienty
s Sanci na preziti se 100% sensitivitou, aby bylo zajisténo, Ze Zadny z pfezivSich nebyl
fale$né klasifikovan jako zemfely kvuli rozdilnému pfistupu k 1é¢bé z divodu limitované
kapacity péce, kdy pfednost pro poskytnuti intenzivni péce je dana pacientim s vétsi
Sanci na preziti. Proto bylo kritické dosahnout nulové hodnoty faleSné negativnich

vysledku u pacientl s $anci na preziti.

4.4.4. Zavér

Ziskané vysledky naznacuji, Ze neopterin, kynurenin a pomér kynureninu a tryptofanu
v séru nebo modi pfedstavuji perspektivni biomarkery pro zvladnuti 1é¢by COVID-19.
Velkym pfinosem vypracovanych komplexnich rovnic pro predikci rizika potfeby
nasledné oxygenoterapie nebo umrti b&éhem hospitalizace je moznost poskytnuti
cennych informaci pro dullezita terapeuticka rozhodnuti, ktera jsou nezbytna Cinit

v krizovych situacich, kdy kapacita zdravotnické péce muize byt limitovana.
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5.ZAVER

Tato disertacni prace zaméfujici se na vyuziti kapalinové chromatografie v analyze
biologického materialu pro klinicky vyzkum je souhrnem mé publikované védecké
Cinnosti na Katedfe analytické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové

Univerzity Karlovy.

Celé mé doktorské studium jsem pusobila ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové v
Ustavu klinické biochemie a diagnostiky, kde pracuje vyzkumna skupina Chromed,
jejiz jsem byla €&lenkou a méla jsem mozZnost se zapojit nejen do vyzkumu na poli

analytické chemie, ale také plsobit v klinickych studiich, které nase metodiky vyuzivaiji.

Teoreticka Cast je shrnuje postaveni vysokouc€inné kapalinové chromatografie vidi
ostatnim metodam v praxi a diskutuje parametry dulezité pro vyvoj LC metody, ale i
soucasné trendy pouzivané v praxi. Dale je diskutovan odbér vzorku a uprava vzorku
pfed chromatografickou analyzou, a to véetné soucasnych trendll. Soucasti kapitoly
Upravy vzorku je i ¢ast vénujici se derivatizacim rovnéz i s uplatnénim derivatizace
v analyze platinovych chemoterapeutik, ktera souvisi s komentafem k publikované
praci.

Komentafe k vybranym pracim se zaméfuji na oblast upravy vzorku biologického
materialu a chromatografické analyzy se zaméfenim na prakti¢nost pouZiti v klinickém
vyzkumu i rutinni praxi. Prvni ¢ast je souhrnem pfehledového ¢lanku diskutujiciho
vyuziti moderniho pfistupu mikroextrakce v pipetovacich Spickach pro ucely
toxikologické analyzy. Ten cili zejména na prakti¢nost jednotlivych postupd, jejich
vyhody a nevyhody a snazi se poukazat na nutnost pfepracovani konven&nich postupt
a jejich nahrazeni novymi, u€inngjSimi technikami pro zefektivnéni laboratorni

diagnostiky.

Druhy rozsahlejsi komentadf se vénuje problematice stanoveni platinovych
chemoterapeutik v rliznych druzich biologickych matric pfi pouziti prfedkolonové
derivatizace s DDTC. Jelikoz HPLC ve spojeni s DAD detekci je jednim
z nejbéznéjsich pfistroju rutinnich laboratofi, aplikace predkolonové derivatizace
s DDTC umoznila analyzovat stabilni derivaty cisplatiny & oxaliplatiny pomoci
separace na C18 reverzni fazi bez drahého pfistrojového vybaveni. Nejprve byla
vyvinuta chromatograficka metoda a uprava vzorku pro stanoveni celkového obsahu
platiny v plasmé. Z divodu mozné aplikace metody pro analyzu biologického materialu
od pacientd podstupujici hypertermickou intraperitonealni chemoterapii nebo

systémovou 1é¢bu, byla uprava vzorku dale optimalizovana i pro stanoveni celkové
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platiny v peritonealni lavazi, ale i v moci. Jelikoz jsme zfejmé jako prvni pozorovali
nadmérné matricové efekty v moci za pouziti prezentované metodiky, i pfesto byl
nalezen zpUsob Upravy vzorku pro mo¢ eliminujici kolisani hladin platinovych derivatu
zpusobené variabilitou matric mezi pacienty. V manuskriptu i zde v ¢asti komentarl
byla pak popsana uskali pouziti pfedkolonové derivatizace a jeji vhodnost pro rizné

matrice jakozto instrumentalné nenarocné, jednoduché a levné metody.

Treti a Ctvrta komentovana prace se vénuje klinickym studiim, které probihaly ve
spolupraci s Fakultni nemocnici Olomouc, a nékterymi pracovisti Fakultni nemocnice
Hradec Kralové. Spojujicim prvkem téchto praci byla analyza biomarkert aktivace
imunitni odpovédi. V prvnim pfipadé ve vztahu moznosti vyuziti poméru neopterinu a
kreatininu v séru jako markeru predikce odpovédi organismu postizeného mRCC na
l[é€bu imunoterapii. V druhém pfipadé studie zaméfena na monitorovani pacient(
s COVID-19 prokazala, ze neopterin, kynurenin a pomér kynureninu a tryptofanu v séru
nebo moci predstavuji perspektivni biomarkery pro zvladnuti [é¢by COVID-19.
Obrovskym pfinosem bylo vypracovani i prediktivnich rovnic poskytujicich kliCové

informace pro terapeuticka rozhodnuti béhem pandemie.
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2. Using HPLC for the determination of platinum drugs in biological matrixes

after derivatization with diethyldithiocarbamate

Dorota Turoriova, Lenka Kujovska Krémova, Milan VoSmik, Bohuslav Melichar,
FrantiSek Svec

Journal of Separation Science (2023), doi: 10.1002/jssc.202300392 (v tisku)
Impakt faktor (IF2022): 3,1; podle IF: Q2

Article Influence Score (AlS2022): 0,371; podle AIS: Q3

Podil autorky: experimentalni prace — vyvoj metody a jeji optimalizace pro dalSi

biologické matrice, zpracovani dat, pfiprava a revize manuskriptu

3. Biomarkers of Inflammation and Progression During Immunotherapy

in Patients With Metastatic Renal Cell Carcinoma

Martina Spisarova, Bohuslav Melichar, Jarmila Juranova, Anezka Zemankova,
Tomas$ Adam, Katefina MatouSova, Lenka Javorska, Lenka Kujovska Krémova,
Dorota Turofiova, Hana Studentova

In Vivo (2023), 37 (1), 393-399

Impakt faktor (IF2022): 2,3; podle IF: Q4

Article Influence Score (AlS2022): 0,422; podle AIS: Q4

Podil autorky: experimentalni prace realizovana ve vyzkumné laboratofi Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky FNHK — Uprava a analyza odebranych vzorkd od
pacientl postizenych renalnim karcinomem podstupujicich imunoterapii ve FNOL,

zpracovani vysledkd analyz, revize manuskriptu
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4. Neopterin and kynurenine in serum and urine as prognostic biomarkers
in hospitalized patients with delta and omicron variant SARS-CoV-2

Infection

Lenka Kujovska Krémova, Katefina Matou$ova, Lenka Javorska, Petr Smahel,
Mikula§ Skala, Vladimir Koblizek, Jan Skop, Dorota Turoriova, Markéta
Gancarcikova, Bohuslav Melichar

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (2023), 37285602

Impakt faktor (IF2022): 6,8; podle IF: Q1

Article Influence Score (AlS2022): 1,071; podle AIS: Q1

Podil autorky: experimentalni prace realizovana ve vyzkumné laboratofi Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky FNHK — Uprava a analyza odebranych vzorka od
pacientu postizenych virem SARS-CoV-2 v ramci studie probihajici ve FNHK,

zpracovani vysledku analyz, revize manuskriptu
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8.PREHLED OSTATNICH VYSTUPU

8.1.

Prednasky

The method development for the determination of cisplatin in human plasma

Dorota Turoriova, Lenka Kujovska Krémova

10. Postgradualni a Postdoktorandska védecka konference; Hradec Kralové,
Ceska republika; 22.-23.1.2020

Determination of platinum drugs in human plasma after hyperthermic
intraperitoneal chemotherapy

Dorota Turonova, Lenka Kujovska Krémova

11. Postgradualni a Postdoktorandska védecka konference; Hradec Kralové,
Ceska republika; 27.1.-28.1.2021

Application of derivatization in analysis of platinum compounds

Dorota Turonova, Lenka Kujovska Krémova

12. Postgradualni a Postdoktorandska védecka konference; Hradec Kralové,
Ceska republika; 1.-2.2.2022

-cena védecké komise za sdéleni formou prezentace

Microsampling for cocaine analysis - the future or just a fairy tale?
Dorota Turonova, Michele Protti, Lenka Kujovska Krémova, Laura Mercolini
EBF 8" Young Scientist Symposium; Hasselt, Belgie; 19.-20.5.2022

Advanced microsampling strategies based on dried blood spot in illicit drug

analysis

Dorota Turonova, Michele Protti, Laura Mercolini, Lenka Kujovska Krémova
13. Postgradualni a Postdoktorandska védecka konference; Hradec Kralové,
Ceska republika; 1.-2.2.2023
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8.2. Plakatova sdéleni

Prezentuijici autor

1. Challenges and pitfalls of in-situ derivatization in bioanalysis

Dorota Turonova, Lenka Kujovska Krémova

Ceské chromatografické $kola-HPLC 2021; Zaje¢i, Ceskéd republika;
19.-22.9.2021

2. Challenges in sample preparation for cytostatic toxicity evaluation
in various matrices after HIPEC

Dorota Turoriova, Lenka Kujovska Krémova

5th International Caparica Christmas Conference on Sample Treatment 2021;
Caparica, Portugalsko; 15.-18.11.2021
-cena védecké komise za posterové sdéleni - Excellent Poster Presentation

Prize

3. Evaluation of a New Microfluidic DBS Technology for Cocaine Analysis

Dorota Turotiova, Marco Cirrincione, Lenka Kujovska Krémova, Roberto Mandrioli,

Michele Protti, Laura Mercolini
26th International Symposium on Separation Sciences; Ljubljana, Slovinsko;
28.6.-1.7.2022

4. Application of monolithic and core-shell columns in clinical research
and practice

Dorota Turofiova, Chaweewan Suwanvecho, Katefina MatouSova, Kristyna

Mrstna, Lenka Kujovska Krémova
51" International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations and
Related Techniques, Diisseldorf, Némecko, 18.-22.6.2023
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Spoluautor

A modern UHPLC-MS/MS method for the determination of vitamin K
in serum/plasma

Kristyna Mr§tna, Dorota Turoriova, Lenka Kujovska Krémova, Ludmila Matysova

5th International Caparica Christmas Conference on Sample Treatment 2021;
Caparica, Portugalsko; 15.-18.11.2021

Analysis of Vitamin K in Human Plasma and Serum with UHPLC-MS/MS
Kristyna Mrstna, Dorota Turofiova, Lenka Kujovska Krémova, Ludmila Matysova
26th International Symposium on Separation Sciences; Ljubljana, Slovinsko;
28.6.-1.7.2022

Sample preparation in clinical practice-feasibility and challenges
of microextraction techniques

Katefina MatouSova, Kristyna Mrdtna, Lenka Javorska, Dorota Turofiova, Andrea
Vernerova, Lenka Kujovska Krémova

50" International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques, San Diego, USA, 18.-23.6.2022

The importance of vitamin K serum levels and its distribution in lipoprotein
fractions

Kristyna Mrstna, Dorota Turonova, Katefina MatouSova, Lenka Kujovska Krémova
XXXIX. MEZINARODNI KONGRES SKVIMP; Hradec Krélové, Ceska republika;
1.-3.6.2023

Miniaturized sample preparation for determination of retinol in COVID-19
patients using pipette-tip microextraction

Chaweewan Suwanvecho, Dorota Turofova, Kristyna Mrstna, Katefina
MatouSova, Lenka Kujovska Krémova

51" International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques, Diisseldorf, Némecko, 18.-22.6.2023
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8.3. GRANTOVE PROJEKTY

1. Grant Ministerstva zdravotnictvi CR NV 18-03-00130 (2018-2022)
Faktory ovliviiujici toxicitu hypertermicke intraperitonealni chemoterapie

-Clenka resitelského kolektivu od roku 2019

2. Grant Interni soutéze Fakultni nemocnice v Hradci Kralové 81-28 (2022)
Stanoveni jednotlivych forem vitaminu K pomoci kombinace modernich
separacnich technik UHPLC-MS/MS a ultracentrifugace pro budouci testovani
rozdili v parametrech koagulace krve mezi zdravymi osobami a pacienty
S metabolickymi chorobami

-Clenka resitelského kolektivu

3. Grant grantové agentury UK (GAUK) 215016 (2021-2022)
Moderni preanalyza jako nastroj pro feSeni komplikaci pfi stanoveni vitaminu K

-spolufesitelka grantu

4. Grant Ministerstva zdravotnictvi CR - Junior NU21J-02-00021 (2021-2024)
Rozdily v parametrech agregace krevnich destiCek a koagulace krve mezi
zdravymi osobami a pacienty s metabolickymi chorobami

-Clenka reSitelského kolektivu od roku 2022

5. Grant Interni soutéze Fakultni nemocnice v Hradci Kralové (2023)
Microsampling a mikroextrakce jako nastroj pro efektivnéjS$i a dostupnéjsi
laboratorni diagnostiku

-Clenka resitelského kolektivu

6. Grant Ministerstva zdravotnictvi CR- NU22-A-108 (2022-2023)
Stanoveni potencialnich prognostickych laboratornich markerii u pacientt
s COVID-19

-Clenka resSitelského kolektivu od roku 2023
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8.4. STAZ

1-7/2022

Zahranic¢ni staz v laboratofi farmako-toxikologickych analyz (PTA Lab) na Fakulté
Farmacie a biotechnologie Boloniské univerzity (Department of Pharmacy and
Biotechnology, Alma Mater Studiorum — University of Bologna), Bolona, Italie

(Erasmus mobility program, 3014521)
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9. PRILOHY
9.1. Priloha 1

Application of microextraction in pipette tips in clinical and forensic toxikology
Dorota Turoriova, Lenka Kujovska Krémova, Frantisek Svec
Trends in Analytical Chemistry (2021), 143, 116404
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9.2. Priloha2

Using HPLC for the determination of platinum drugs in biological matrixes after
derivatization with diethyldithiocarbamate

Dorota Turonova, Lenka Kujovska Krémova, Milan VoSmik, Bohuslav Melichar,

Frantisek Svec
Journal of Separation Science (2023), doi:10.1002/jssc.202300392 (v tisku)
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9.3. Priloha 3

Biomarkers of Inflammation and Progression During Immunotherapy in Patients
With Metastatiic Renal Cell Carcinoma

Martina Spisarova, Bohuslav Melichar, Jarmila Jurafiova, Anezka Zemankova, Tomas
Adam, Katefina MatouSova, Lenka Javorska, Lenka Kujovska Krémova, Dorota
Turoriova, Hana Studentova

In Vivo (2023), 37 (1), 393-399
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9.4. Priloha 4

Neopterin and kynurenine in serum and urine as prognostic biomarkers
in hospitalized patients with delta and omicron variant SARS-CoV-2 infection
Lenka Kujovska Krémova, Katefina MatouSova, Lenka Javorska, Petr Smahel, Mikulas

Skala, Vladimir Koblizek, Jan ékop, Dorota Turoriova, Markéta

Gandarcéikova, Bohuslav Melichar
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (2023), 37285602
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